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En esta Tesis Doctoral se propone una alternativa a la coyuntura actual de rechazo 
social frente al uso de OMG en la industria agroalimentaria, mediante la demostración y 
el desarrollo de un nuevo concepto sobre el uso de las técnicas de biología molecular en 
la obtención de levaduras modificadas genéticamente, el concepto de Evolución 
Genómica por Diseño Molecular. La idea básica de este nuevo concepto es simple y se 
basa en imitar a la propia naturaleza en su constante evolución, pero acelerando y 
dirigiendo el proceso evolutivo con el objeto de seleccionar en un corto periodo de 
tiempo aquellos cambios genéticos que específicamente hayamos diseñado a escala 
molecular. Las levaduras no son una entidad invariable en el tiempo, al contrario, como 
todos los organismos vivos evolucionan a lo largo de las sucesivas generaciones. 
Mediante esta nueva metodología que hemos desarrollado, se consigue acelerar el 
proceso evolutivo, pues las modificaciones genéticas que hemos introducido se podrían 
haber efectuado espontáneamente por la levadura en su entorno natural como 
consecuencia de procesos de recombinación, duplicación o eliminación de elementos 
genéticos a lo largo de su ciclo reproductivo, aunque indudablemente se habrían perdido 
sin la presencia de determinadas condiciones de selección y, dada la baja probabilidad 
de que esos eventos ocurrieran, habrían necesitado de un inmenso periodo de tiempo.  
Se ha demostrado el concepto de Evolución Genómica por Diseño Molecular, mediante 
la construcción e integración cromosómica de un casete de selección basado en la 
sobreexpresión del gen YAP1, que da origen a un marcador dominante que confiere 
resistencia a diversos compuestos tóxicos para las levaduras, tales como la 
cicloheximida y la cerulenina. Para el desarrollo de dicho casete de selección nos hemos 
impuesto y respetado las siguientes condiciones:  
1) Utilización de la capacidad de recombinación homóloga de las levaduras del género 
Saccharomyces.  
2) Utilización de material genético procedente exclusivamente de la propia cepa de 
levadura a evolucionar. 
3) El material genético no ha de sufrir ningún paso intermedio de clonaje o expresión en 
otros sistemas biológicos.  
Una vez cumplidas todas estas condiciones, las cepas resultantes no deberían responder 
a la definición oficial de organismos modificados genéticamente de la Unión Europea: 
“organismos en los que su material genético ha sido alterado de una manera que no 
sucede de forma natural mediante los procesos de reproducción sexual y/o 
 
recombinación natural”. Para alcanzar el objetivo fundamental del proyecto, hemos 
trabajado inicialmente con un sistema modelo más sencillo, como es el caso de una cepa 
de una levadura de laboratorio y, a continuación, hemos abordado la misma 
aproximación experimental pero trabajando con una levadura que se emplea en la 
producción industrial de cerveza tipo “lager”. La metodología experimental que se ha 
empleado ha consistido en obtener, sólo mediante reacciones de PCR, una construcción 
que, posteriormente a su inserción cromosómica mediante recombinación homóloga, 
pone al gen YAP1 bajo el control de un promotor fuerte de un gen de la ruta de la 
glicólisis, el promotor del gen PGK1. Se determinó si la sobreexpresión del gen YAP1 
en la cepa de levaduea cervecera evolucionada, era capaz de disminuir la aparición 
espontánea de mutantes deficientes en respiración (“petites”) durante la fermentación 
del mosto cervecero. La continuada reutilización industrial de la levadura cervecera está 
asociada con un incremento en la frecuencia de la aparición de “petites”, con el 
consiguiente efecto negativo sobre el proceso fermentativo. Según los resultados 
obtenidos, la cepa evolucionada, presenta claramente una menor formación de “petites” 
durante su reutilización a lo largo de 10 microfermentaciones sucesivas, con respecto a 
la cepa parental.  
Una vez demostrada la viabilidad del concepto de Evolución Genómica por Diseño 
Molecular, el paso siguiente consistió en la aplicación de dicha metodología al 
desarrollo de levaduras con mejores características de interés industrial. Se han diseñado 
reorganizaciones cromosómicas sobre 3 tipos de levaduras industriales:  
a) Una levadura de producción de cerveza tipo” lager” evolucionada para dar lugar a 
una baja producción de diacetilo, y en la que el fenotipo buscado se ha obtenido 
mediante la sobreexpresión del gen ILV5, que codifica para una isomerorreductasa que 
convierte el α-acetolactato en α-β-dihidroxivalerato. De esta forma, se evita la 
acumulación de α-acetolactato en la cerveza y se acorta sensiblemente el proceso de 
maduración al haberse reducido la producción de diacetilo. La cepa evolucionada 
consigue disminuir en más de 10 días con respecto a la cepa parental el tiempo 
necesario para que la concentración de diacetilo esté al nivel que la práctica industrial 
considera aceptable para dar por finalizado el proceso de “lagering”. 
b) Una levadura en la que se ha aumentado notablemente su actividad pectinolítica, lo 
que presenta aplicaciones para su uso en el procesado industrial de material vegetal rico 
en pectina; y en la que el fenotipo buscado se ha obtenido mediante la sobreexpresión 
del gen PGU1 que codifica para una endopoligalacturonasa. Se obtuvieron dos nuevas 
variantes de la cepa parental, una conteniendo el casete de selección y otra en la que 
dicho casete se eliminó mediante un proceso denominado “pop out”, permitiendo de 
esta forma la reutilización de dicho casete en sucesivos diseños de reordenación 
genómica sobre la misma cepa. Ambas variantes presentan un notable incremento de la 
actividad hidrolítica sobre la pectina sin perjuicio de su producción de etanol ni de su 
capacidad fermentativa. 
c) Una levadura vínica comercial que se ha evolucionado en busca de una mejor 
tolerancia frente a bajas temperaturas. Se ha intentado obtener el fenotipo deseado 
mediante inactivación del gen INP51 que codifica una enzima inositol polifosfato 5-
fosfatasa, implicada en la homeostasis del inositol 4, 5-difosfato, cuya pérdida de 
función provoca la acumulación de dicho metabolito y, según se ha descrito en la 
literatura, un aumento de la tolerancia al frío. 
Se han obtenido nuevas cepas en las que se ha inactivado bien una copia del gen INP51 
de la cepa industrial, bien ambas copias. Sin embargo, y contrariamente a lo descrito 
para la cepas de laboratorio, la inactivación del gen INP51 no aumenta la capacidad de 
crecimiento frente a bajas temperaturas de la cepa industrial evolucionada. 
Todos estos ejemplos de aplicación de la metodología desarrollada demuestran la 
utilidad del concepto de Evolución Genómica por Diseño Molecular en la mejora de las 


















En aquesta tesi doctoral, es proposa una alternativa a la conjuntura actual de rebuig 
social enfront de l'ús d'OMG en la indústria agroalimentària, mitjançant la demostració i 
el desenrollament d'un nou concepte sobre l'ús de les tècniques de biologia molecular en 
l'obtenció de llevats modificats genèticament, el concepte d'evolució Genòmica 
mitjançant Disseny Molecular. La idea bàsica d'aquest nou concepte és simple i es basa 
en imitar la pròpia naturalesa en la seva constant evolució, però accelerant i dirigint el 
procés evolutiu per tal de seleccionar en un curt període de temps aquells canvis 
genètics que específicament hàgim dissenyat a escala molecular. Els llevats no són una 
entitat invariable en el temps, al contrari, com tots els organismes vius evolucionen amb 
el temps. Mitjançant aquesta nova metodologia que hem desenvolupat, s'aconsegueix 
accelerar el procés evolutiu, ja que les modificacions genètiques que hem introduït es 
podrien haver efectuat espontàniament pel llevat en el seu entorn natural com a 
conseqüència de processos de recombinació, duplicació o eliminació d'elements 
genètics al llarg del seu cicle reproductiu, encara que indubtablement s'haurien perdut 
sense la presència de determinades condicions de selecció i, atesa la baixa probabilitat 
que aquests esdeveniments ocorreguessin, haurien necessitat d'un immens període de 
temps. 
S'ha demostrat el concepte d'evolució Genòmica a partir del Disseny Molecular, 
mitjançant la construcció i integració cromosòmica d'un casset de selecció basat en la 
sobreexpressió del gen YAP1, que dóna origen a un marcador dominant, que confereix 
resistència a diversos compostos tòxics per als llevats, com ara cicloheximida i 
cerulenina. Per al desenvolupament d'aquest casset de selecció ens hem imposat i 
respectat les següents condicions: 
1) Utilització de la capacitat de recombinació homòloga dels llevats del gènere 
Saccharomyces. 
2) Utilització de material genètic procedent exclusivament de la pròpia soca de llevat a 
evolucionar. 
3) El material genètic no ha de patir cap pas intermedi de clonatge o expressió en altres 
sistemes biològics. 
Una vegada complertes totes aquestes condicions, les soques resultants no haurien de 
respondre a la definició oficial de organismes modificats genèticamet de la Unió 
Europea: "Organismes en els que el seu material genètic ha estat alterat d'una manera 
que no succeeix de manera natural mitjançant els processos de reproducció sexual i / o 
recombinació natural". Per assolir l'objectiu fonamental del projecte, hem treballat 
inicialment amb un sistema model més senzill, com és el cas de una soca d'un llevat de 
laboratori, i a continuació hem abordat aquesta aproximació experimental però 
treballant amb un llevat que s'empra en la producció industrial de cervesa tipus “lager”. 
La metodologia experimental que s'ha dissenyat ha consistit en obtenir, només 
mitjançant reaccions de PCR, una construcció que, posteriorment a la seva inserció 
cromosòmica mitjançant recombinació homòloga, posa al gen YAP1 sota el control d’un 
promotor fort d'un gen de la ruta de la glicòlisi, el promotor del gen PGK1. Es va 
determinar si la sobreexpressió del gen YAP1 la soca cervesera evolucionada, era capaç 
de disminuir l'aparició espontània de mutants deficients en respiració ("Petites") durant 
la fermentació del most cerveser. La continuada reutilització industrial del llevat 
cervesera està associada amb un increment en la freqüència de l'aparició de "Petites", 
amb el consegüent efecte negatiu sobre el procés de fermentació. Segons els resultats 
obtinguts, la soca evolucionada, presenta clarament una menor formació de "Petites" 
durant la seva reutilització al llarg de 10 microfermentacions successives, pel que fa a la 
soca parental. 
Quan s'ha demostrat el concepte d'evolució Genòmica mitjançant Disseny Molecular, el 
pas següent va consistir en l'aplicació d’aquesta metodologia al desenvolupament de 
llevats amb característiques d'interès industrial. S'han dissenyat reorganitzacions 
cromosòmiques sobre 3 tipus de llevats industrials: 
a) Un llevat de producció de cervesa tipus lager evolucionada per donar lloc a una baixa 
producció de diacetil y en la que el fenotip buscat s'ha obtingut mitjançant la 
sobreexpressió del gen ILV5 que codifica per a una isomerorreductasa que converteix el 
α-acetolactato en α-β-dihidroxivalerato. D'aquesta manera, s'evita l'acumulació de α-
acetolactato a la cervesa i s'escurça sensiblement el procés de maduració en haver reduït 
la producció de diacetil. La soca evolucionada aconsegueix disminuir en més de 10 dies 
respecte a la soca parental el temps necessari perquè la concentració de diacetil estigui 
al nivell que la pràctica industrial considera acceptable per donar per finalitzat el procés 
de "lagering". 
b) Un llevat amb alta activitat pectinolítica el que presenta aplicacions per al seu ús en el 
processat industrial de material vegetal ric en pectina i en la que el fenotip buscat s'ha 
obtingut mitjançant la sobreexpressió del gen PGU1 que codifica per a una 
endopoligalacturonasa. Es van obtenir dues noves variants de la soca parental, una 
contenint el casset de selecció i una altra en què aquest casset es va eliminar mitjançant 
 
un procés anomenat "pop out", permetent d'aquesta manera la reutilització d'aquest 
casset en successius dissenys de reordenació genòmica sobre la mateixa soca. Ambdues 
variants presenten un notable increment de l'activitat hidrolítica sobre la pectina sense 
perjudici de la seva producció d'etanol i de la ni de la seva capacitat fermentativa. 
c) Un llevat vínic comercial que s'ha evolucionat a la recerca d'una millor tolerància 
davant baixes temperatures. S'ha intentat obtenir el fenotip desitjat mitjançant 
inactivació del gen INP51 que codifica un enzim inositol polifosfat 5-fosfatasa, implicat 
en l'homeòstasi del inositol 4, 5-difosfat, la pèrdua de funció provoca l'acumulació 
d'aquest metabòlit i, segons s'ha descrit en la literatura, un augment de la tolerància al 
fred.  
S'han obtingut noves soques en què s'ha inactivat bé una còpia del gen INP51 de la soca 
industrial, bé totes dues còpies. No obstant això, i contràriament al descrit per a les 
soques de laboratori, la inactivació del gen INP51 no augmenta la capacitat de 
creixement davant baixes temperatures de la soca industrial evolucionada. 
Tots aquests exemples d'aplicació de la metodologia desenvolupada, demostren la 
utilitat del concepte d'evolució Genòmica mitjançant Disseny Molecular a la millora de 



















This doctoral thesis, by proving and developing a new concept on the use of molecular 
biology techniques for the production of genetically modified yeast, the concept of 
Genomic Evolution assisted by Molecular Design, proposes an alternative to the current 
situation of social rejection against the use of GMOs in the food industry. The basic 
idea of this new concept is simple. It is based on mimicking nature in its constant 
evolution, but hastening and directing the evolutionary process in order to select, in a 
short period of time, those genetic changes that we have specifically designed at 
molecular scale. Yeasts are not an invariable-in-time entity. On the contrary, like all 
living organisms, evolve over time. The new methodology we have developed can 
speed up the evolutionary process, since we have introduced genetic modifications that 
could have been made spontaneously by yeasts in their natural environment as a result 
of genetic elements recombination, duplication or deletion processes along of their 
reproductive cycle. However, these changes would have been lost without the presence 
of certain selection conditions and, given the low probability of these events, it would 
have required an immense period of time. 
The concept of Genomic Evolution assisted by Molecular Design has been proved by 
the construction and chromosomal integration of a selection cassette based on YAP1 
gene overexpression, which gives rise to a dominant marker conferring the yeast with 
resistance to various toxic compounds such as cycloheximide and cerulenin. For the 
development of the selection cassette the following conditions have been imposed and 
respected: 
1) Use of the  homologous recombination ability of Saccharomyces genus yeast. 
2) Use of genetic material exclusively of the own yeast strain that we’re going to evolve. 
3) The genetic material can’t pass through any intermediate process of cloning or 
expression in other biological systems. 
With all these conditions fulfilled, the resulting strains should not fit in the European 
official definition of GMO: “organisms in which the genetic material (DNA) has been 
altered in a way that does not occur naturally by mating and/or natural recombination". 
To prove this concept we have first worked with a laboratory yeast strain as a model to 
follow with the same experimental approach but working with an industrial yeast used 
in the production of lager beer. The experimental methodology consisted in obtaining, 
only through PCR reactions, a construction which, subsequent to its chromosomal 
insertion by homologous recombination, will replace the original promoter of the gene 
 
YAP1 by a strong promoter, PGK1, whose gene is involved in the glycolysis path. It was 
determined whether overexpression of YAP1 gene in the beer strain evolved was able to 
decrease the presence of spontaneous respiration-deficient mutants ("petites") during the 
fermentation of beer wort. The continued industrial reuse of brewing yeast is associated 
with an increase in frequency of appearance of "petites", with consequent negative 
effect on the fermentation process. According to our results, the evolved strain clearly 
showed a decrease in the "petites" formation during 10 successive microfermentations 
with respect to the parental strain. 
Once the feasibility of the concept of Genomic Evolution assisted by Molecular Design 
has been proven, the next step was the application of the methodology of this concept to 
the development of yeast with industrial interest. Cromosomic reorganization over 3 
different industrial yeasts has been designed: 
a) A lager beer yeast evolved to achieve low production of diacetyl. Its phenotype was 
obtained by overexpression of ILV5 gene, that encodes for a reductoisomaerase-
converting the α-acetolactate into β-dihydroxyvalerate. This helps to prevent the α-
acetolactate accumulation in worts and significantly reduces the maturation process 
because of the reduction in diacetyl production. In the evolved strain the lagering time is 
reduced in more than 10 days with respect to the wild one. 
b) An industrial yeast with high pectinolytic activity for its use in the industrial 
processing of pectin rich materials. This phenotype was obtained by overexpression of 
PGU1 gene that encodes for an endopolygalacturonase. We have obtained 2 new 
variants of the wild type strain, one containing the selection cassette and the other one 
in which the selection cassette was removed by a processed called “pop out” allowing 
the re-use of this cassette in a new genomic reorganizations of the same strain. 
Both evolved strains show a remarkable increase in the hydrolytic activity over pectin 
with respect to the wild type strain, not affecting its ability for the production of ethanol 
or its fermentative capacity. 
c) A wine yeast evolved seeking for a better tolerance to low temperatures. We have 
tried to obtain the desired phenotype by inactivation of the gene INP51 that encodes for 
an inositol polyphosphate 5-phosphatase, involved in phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate homeostasis. This function lost in the enzyme induces the accumulation of 
the metabolite and, according to literature, confer cold-resistance properties to the 
phenotype.  
We have obtained new strains; a transformant which has one copy of INP51 gene 
inactivated and another transformant which has two copies of the same gene inactivated. 
Nevertheless, contrary to what happen with the parental strains, the gene inactivation 
does not increase the cold resistance of the evolved strain. 
All the applications of the developed methodology described above show the 
adventages of using the concept of Genomic Evolution assisted by Molecular Design in 
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1. Levadura y fermentación alcohólica 
Durante millares de años las levaduras del género Saccharomyces han sido utilizadas 
habitualmente por el hombre para la producción de alimentos fermentados tales como el 
pan, el vino, la cerveza, el sake, etc. Fue a mitad del s. XIX cuando Pasteur consiguió 
demostrar su importancia en la producción de alimentos fermentados, al transformar 
azúcares sencillos en dióxido de carbono y etanol. A partir de este descubrimiento, el 
conocimiento sobre la bioquímica, la biología y la genética de las levaduras del género 
Saccharomyces ha sufrido un inmenso progreso, avances que han ido desde la 
aplicación de las técnicas de ingeniería genética cuando se desarrolló un eficaz sistema 
de transformación para dichas levaduras (Hinnen et al., 1978), hasta la secuenciación 
completa de su genoma (Goffeau et al., 1996; Goffeau, 2000), su establecimiento como 
sistema eucariota modelo por antonomasia y el desarrollo de numerosas cepas 
modificadas genéticamente con fines y aplicaciones biotecnológicas. Sin embargo, 
hasta la fecha, y pese a los numerosos ejemplos descritos en la bibliografía (Dixon, 
2000; Pretorius, 2000; Dequin, 2001; Cebollero et al., 2007), sólo dos levaduras 
modificadas genéticamente y de interés en la industria agro-alimentaria están siendo 
comercializadas en Norte America (Coulon et al., 2006; Husnik et al., 2006), aunque no 
se dispone de datos acerca de su utilización, Las razones de esta situación residen, 
fundamentalmente, en el drástico y vehemente rechazo por parte de los consumidores, y 
de muy diversas organizaciones de carácter ecologista, medioambiental, social y 
político, a adquirir alimentos que contengan o hayan sido fabricados a partir de un 
organismo modificado genéticamente (OMG). 
 
1.1. Civilización y levaduras  
A lo largo de la historia, las levaduras han permanecido asociadas al desarrollo y 
progreso de distintas civilizaciones: en todo el mundo, diferentes culturas con un 
diverso grado de desarrollo descubrieron como elaborar productos fermentados a partir 
de materias primas que sirvieron como fuentes de azúcares presentes en su hábitat 
(McGovern, 2003). Según Charlie Bamforth, Profesor de Ciencia de la Cerveza en la 
Fundación Anheuser-Bush de la Universidad Davis de California (EE.UU.), la 
civilización moderna tiene sus orígenes en el procesamiento de la cebada, ya que la 
necesidad de cultivar y almacenar este cereal para su posterior procesamiento fue la 
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causa que impulsó a nuestros antepasados a instalarse en pequeñas comunidades, en vez 
de seguir con la vida nómada (Bamforth, 2009). 
Se han encontrado evidencias de la producción de una bebida fermentada en China en el 
7.000 a. C. (McGovern et al., 2004), y los historiadores creen que el vino empezó a 
producirse en el Cáucaso y en Mesopotamia hace unos 8.000 años (Robinson, 1994), 
mientras que es notorio que hace unos 6.000 años los sumerios producían vino y 
cerveza (Michel et al., 1992 y 1993; McGovern et al., 1995). En particular, la 
utilización de la fermentación alcohólica se reconoce por la mención que se hace  en 
unas tablillas de arcilla con lenguaje cuneiforme sobre la preparación de una bebida 
estimulante que llamaban “sikaru” y cuya antigüedad se remonta a 4.000 años a. C. Los 
egipcios, recogiendo los métodos sumerios, elaboraron una cerveza que bautizaron con 
el nombre de "zythum" (cerveza, traducido literalmente como vino de cebada), 
descubrieron la malta y añadieron azafrán, miel, jengibre y comino con objeto de 
proporcionarle aroma y color. Según Delwen Samuel, la cerveza y el pan eran la base de 
la dieta de los antiguos egipcios: “todos, desde el faraón hasta el campesino beben 
cerveza y comen pan y una comida no sería completa sin estos dos alimentos” (Samuel, 
2001). Existen muchas evidencias que muestran que los egipcios conocían los efectos 




                      
Figura 1. Recolección y producción de vino en el antiguo Egipto (1400 a. C.). Pintura presente 
en una tumba tebana de la XVII dinastía. 
 
Desde Oriente Medio, la tecnología de la fermentación se extendió por los países de la 
cuenca oriental del Mediterráneo y, sucesivamente, a toda Europa. Entre los romanos y 
los griegos el vino era considerado el producto de excelencia, mientras los pueblos del 
norte de Europa festejaban con cerveza las fiestas familiares, las solemnidades 
religiosas y los triunfos sobre sus enemigos.  
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En estas épocas remotas, el arte de producir bebidas alcohólicas tenía un aura de 
misterio y a la vez de magia, y se consideraba necesaria una intervención divina para la 
producción de dichos alimentos. En la civilización egipcia, Osiris, dios de la 
resurrección, de la vegetación y de la agricultura, enseñó al hombre el cultivo de la vid y 
el arte de fabricar el vino y la cerveza; en la civilización griega, el vino era considerado 
como un don de los dioses y todos los mitos concuerdan en atribuir a Dioniso, el más 
joven hijo de Zeus, la introducción del cultivo de la vid entre los hombres; la Biblia 
(Génesis 9, 20-27) nos dice que Noé fue el primer cultivador de la vid; en el imperio 
romano existía el culto de Bacco, dios del vino, de la vendimia y de los vicios. 
Ciertamente, los productos fermentados eran un misterio ya que se descubrió de forma 
casual su elaboración y se desconocía la existencia de microorganismos como levaduras 
y bacterias lácticas capaces de realizar el proceso de fermentación. Es muy probable que 
el primer hinchamiento de la masa de pan surgiera casualmente, a partir de una mezcla 
de agua y harina dejada más tiempo del normal a temperatura ambiente antes de la 
cocción, fermentada por la acción de la levadura presente en la harina. De igual modo, 
cabe suponer que los orígenes del vino y de la cerveza radicasen en zumo de uva o 
gachas (especie de papilla a base de cereales y agua) que no se consumieron de 
inmediato.  
En la Edad Media la elaboración de cerveza era una cotidiana tarea doméstica, 
normalmente realizada por las mujeres, aunque su producción siguió siendo un misterio. 
Sólo en monasterios y abadías, debido al elevado número de comensales, se producía en 
volúmenes apreciables. En esta época, las bebidas alcohólicas tenían una importante 
función sanitaria ya que debido a su elevado contenido en etanol y bajo pH, evitaban la 
proliferación de microorganismos patógenos mejorando la calidad del agua. Sólo con la 
llegada de la Revolución Industrial se empezó a producir cerveza de forma comercial a 
gran escala, gracias a la introducción de tecnologías que permitían la producción masiva 
y al urbanismo que concentraba mucha gente en la misma ciudad (Boulton y Quain, 
2001). En un principio las cervecerías cubrían las necesidades de la comunidad local y, 
posteriormente, el desarrollo de eficientes sistemas de transporte permitió una ulterior 
expansión. En este período la fermentación seguía siendo un misterio, pero por poco 
tiempo ya que a finales de la primera mitad del s. XIX, algunos investigadores 
consideraron que la presencia de un organismo vivo era responsable del fenómeno 
fermentativo (en la Tabla 1 se resumen las primeras investigaciones sobre levaduras) y 
en 1857, después de tres años de estudio, Pasteur publicó su “Mémoire sur la 
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fermentation alcoolique” donde recopilaba unos resultados que demostraban el papel de 
las levaduras como artífices de la transformación de los azúcares en etanol y dióxido de 
carbono (Pasteur, 1857). 
 
 
1680, Antoine Van Leeuwenhoek realizó las primeras observaciones al microscopio de 
células de levaduras presentes en un mosto en fermentación. 
 
1837, tres investigadores, C. Cagniard Latour, Th. Schwann y F. Kutzing, consideraron, 
trabajando independientemente, que la levadura que aparece durante la fermentación 
alcohólica era una planta microscópica, y que la conversión de los azúcares en alcohol 
etílico y dióxido de carbono, característicos de la fermentación alcohólica, era una función 
fisiológica de la célula de levadura (Cagniard Latour, 1837). El mismo año Schwann llamó a 
la levadura “zuckerpilz” (hongo del azúcar) (Schwann, 1837). 
 
1838, J. Meyen tradujo la palabra “zuckerpilz” en latín confiriendo al microorganismo su 
nombre biológico Saccharomyces. Además, llamó al microorganismo S. pomorum, vini o 
cerevisiae según fuera aislado de zumo de manzana fermentado, vino o cerveza (Meyen, 
1838). No obstante, la teoría de que organismos vivos eran los responsables del proceso de 
fermentación alcohólica encontró fuerte resistencia por parte de eminentes químicos como 
Liebig. 
 
1857, L. Pasteur demostró definitivamente el papel esencial de las levaduras en la 
fermentación alcohólica (Pasteur, 1857). 
 
1883, E. C. Hansen desarrolló técnicas para la obtención de cultivos puros de levadura y 
aisló la primera cepa cervecera en la cervecería danesa Carlsberg, que denominó “Carlsberg 
Yeast Number 1” (Hansen, 1883). 
 
1890, Muller-Thurgau obtuvo el primer cultivo puro de una levadura vínica. 
 
1908, E. C. Hansen denominó Saccharomyces carlbergensis a la primera cepa cervecera 
aislada en 1883 en reconocimiento a su diferencia con las levaduras tipo Ale utilizadas en la 
elaboración tradicional de cerveza en Bélgica, Alemania y Gran Bretaña  (Hansen, 1908). 
Tabla 1. Breve descripción de las primeras investigaciones sobre levaduras. 
1.2. La levadura como sistema modelo 
A partir de los resultados de Pasteur,  nuestro conocimiento y comprensión acerca de las 
levaduras del género Saccharomyces han aumentado hasta tal punto que hoy la levadura 
Saccharomyces cerevisiae se ha convertido en el microorganismo eucariota más 
utilizado como sistema modelo en multitud de estudios bioquímicos, genéticos y de 
biología molecular y celular (Sherman, 2002). Son muchas las ventajas que ofrece este 
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microorganismo: su facilidad de cultivo, su carácter unicelular, un ciclo de reproducción 
conocido, un sistema genético bien caracterizado, la existencia de un eficaz 
procedimiento de transformación, la presencia de numerosas cepas mutantes 
auxotróficas, la disponibilidad de la secuencia completa de su genoma (Goffeau et al., 
1996; Goffeau, 2000) y la caracterización de más del 74% del total de sus genes (Peña-
Castillo y Hughes, 2007).  
Actualmente, existen en Internet diversas bases de datos, como Saccharomyces Genome 
Database (SGD; http://www.yeastgenome.org/) (Cherry et al., 1998; Ball et al., 2001),  
The Comprehensive Yeast Genome Database (CYGD; 
http://mips.gsf.de/genre/nog/yeast) (Güldener et al., 2005) Munich Information Center 
for Protein Sequences (MIPS; http://mips.gsf.de/) (Mewes et al., 2006), Yeast Proteome 
Database (YPD; http://www.proteome.com/) (Hodges et al., 1998), European 
Saccharomyces Cerevisiae Archive for Functional Analysis (EUROSCARF; 
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/index.html), Profiling of Phenotypic 
Characteristics in Yeast (PROPHECY; http://prophecy.lundberg.gu.se/ ) (Fernandez 
Ricaud et al., 2007), etc., que recopilan abundante información sobre S. cerevisiae, de 
muy diversos campos como genómica, transcriptómica, proteómica, metabolómica, etc. 
Además de todas las ventajas expuestas anteriormente, hay que añadir que la levadura S. 
cerevisiae es un microrganismo seguro desde el punto de vista alimentario, ya que 
posee el estatus “GRAS” (del inglés, Generally Recognised As Safe) otorgado por la 
FDA (Food and Drug Administration, EE. UU.). 
 
1.3. Características genéticas de las cepas de levaduras 
industriales 
Teniendo en cuenta la actual nomenclatura taxonómica, prácticamente todas las cepas 
de levaduras industriales utilizadas para la elaboración de pan, vino, cerveza y sake 
pertenecen a especies del complejo Saccharomyces “sensu stricto”. Las cepas panaderas 
así como muchas cepas vínicas y la casi totalidad de cepas para la producción de 
cerveza tipo Ale han sido catalogadas como Saccharomyces cerevisiae. Por lo tanto, su 
información genética debe de presentar un alto grado de similitud con las cepas de 
laboratorio y para el análisis y la ingeniería genética de estas cepas se pueden utilizar las 
numerosas bases de datos presente en la Web que recopilan mucha información sobre 
Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, recientemente varias investigaciones han 
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demostrado que cepas catalogadas como S. cerevisiae en realidad eran híbridos entre 
dos o más especies (Hittinger 2013). Algunas cepas vínicas mal identificadas como S. 
cerevisiae, han sido descritas como híbridos de S. cerevisiae y S. kudriavzevii 
(Borneman et al., 2012; González et al., 2006). Además, estos mismos autores, han 
encontrado en cepas vínicas un triple híbrido de S. bayanus var. uvarum con S. 
cerevisiae y S. kudriavzevii. También cepas para la producción de cerveza tipo Ale 
parecen ser híbridos (Rainieri et al., 2006). González et al. (2008) han demostrado, 
mediante el análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción 
(RFLP, del inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism) de varias zonas del 
genoma amplificadas por PCR, que cepas de levaduras aisladas en botellas de cerveza 
trapista y anteriormente catalogadas como S. cerevisiae, son en realidad un nuevo tipo 
de híbridos entre S. cerevisiae y S. kudriavzevii. Estas cepas híbridas conservan muchos 
genes de S. kudriavzevii que permiten una mayor adaptación de dichas cepas a las bajas 
temperaturas en las que se realiza el proceso fermentativo (Peris et al., 2012). 
La situación es diferente para algunas cepas vínicas, para las cepas de producción de 
sidra, así como para las cepas cerveceras utilizadas para la producción de cerveza tipo 
lager. Algunas cepas vínicas pertenecen a las especies S. bayanus o S. uvarum, mientras 
que las cepas lager originariamente denominada por Hansen como S. carlsbergensis, 
pertenecen a la especie S. pastorianus. Tanto S. bayanus como S. pastorianus contienen 
cepas diversas, con diferentes características genéticas y metabólicas, que pueden tener 
un origen híbrido. 
Basándose en datos moleculares y genéticos, las cepas de Saccharomyces bayanus han 
sido divididas en dos grupos (Naumov, 2000; Nguyen y Gaillardin, 1997; Nguyen et al., 
2000): S. bayanus var. bayanus (que incluye la cepa tipo CBS 380) que contiene una 
mezcla de cultivos híbridos y S. bayanus var. uvarum (comúnmente referido como S. 
uvarum) que contiene cultivos no híbridos con características fenotípicas y genotípicas 
homogéneas. Nguyen et al. (2000) demostraron que la cepa tipo CBS 380 era en 
realidad un híbrido natural de S. cerevisiae con S. bayanus var. uvarum. Varios híbridos 
de S. cerevisiae con S. bayanus var. uvarum han sido aislados en Italia, Francia, 
Hungría y España (Masneuf et al., 1998; Antunovics et al., 2005; Demuyter et al., 
2004; Le Jeune et al., 2007; González et al., 2006), sin embargo apenas han sido 
caracterizados y serían necesarios estudios similares a los realizados para S. pastorianus 
para entender su composición genética y sus orígenes. 
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Varios estudios genéticos han revelado que S. pastorianus es un híbrido natural entre 2 
o más especies diferentes (Rainieri et al., 2006; Caesar et al., 2007; Smart, 2007; Dunn 
y Sherlock, 2008). A pesar de los numerosos estudios genéticos realizados, hasta hace 
muy poco tiempo se conocía sólo a uno de los progenitores: S. cerevisiae, quien le 
confiere al híbrido su extraordinaria capacidad fermentativa. La otra mitad, responsable 
de aportar la capacidad de crecimiento a bajas temperaturas, ha sido hasta hace poco, un 
misterio. Numerosos estudios identificaban a S. bayanus y S. bayanus var. uvarum, que 
como es sabido son más tolerantes al frío que S. cerevisiae, como las cepas que han 
contribuido a la formación del genoma alotetraploide de S. pastorianus, aunque también 
consideraban posible la existencia de una especie desconocida característica de las 
cepas lager (Casaregola et al., 2001; Hornsey, 2003; Kodama et al., 2005; Naumova et 
al., 2005; Rainieri et al., 2006). El análisis de la secuencia del genoma de algunas cepas 
cerveceras (Kodama et al., 2005; Nakao et al., 2009) confirma  la naturaleza híbrida de 
las cepas cerveceras y que S. cerevisiae, y probablemente, S. bayanus han contribuido a 
la formación del genóma de S. pastorianus, pues  la secuencia de los genes procedentes 
de cromosomas homólogos con S. cerevisiae muestra un 99% de analogía con la 
secuencia publicada en la base de datos SGD, mientras que en el caso de los genes 
procedente de cromosomas homeólogos con S. cerevisiae, se observa una analogía 
comprendida entre el 93-99% con la secuencia publicada de S. bayanus. 
Recientemente parece que se ha desvelado el misterio que rodeaba esta cepa híbrida. 
Libkind et al. (2011) aislaron en los fríos bosques de la Patagonia Argentina una cepa 
que, posteriormente, descubrieron que parece ser una nueva especie de levadura. Al 
secuenciar su genoma completo, pudieron comprobar que se trataba del donante 
desconocido de S. pastorianus, ya que su ADN muestra un 99,5% de analogía con el 
genoma lager de S. pastorianus. Los investigadores denominaron a esta nueva levadura 
como S. eubayanus debido a su similitud con S. bayanus. Aún queda por demostrar 
cómo se originó el híbrido, si S. eubayanus estuvo o está presente en Europa o si vino 
transportada por uno de los primeros transatlánticos que unían América con Europa. Lo 
que sí que está claro es que S. eubayanus no es una especie característica sólo de S. 
pastorianus, sino que contribuye también a formar el genóma híbrido de algunas cepas 
de S. bayanus (Pengelly y Wheals, 2013). 
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1.4. Mejora genética de levaduras industriales 
La mejora genética de cepas de levaduras industriales se ha logrado principalmente a 
través de tres metodologías: selección natural, técnicas tradicionales de genética 
(cruzamiento, mutagénesis, fusión de esferoplastos, “rare mating” y citoducción) y 
técnicas de ingeniería genética. A continuación se explican brevemente cada una de 
estas tres metodologías junto con las dificultades que se encuentran en su aplicación a la 
mejora genética de las levaduras industriales. 
 
1.4.1. Selección natural de cepas de levaduras industriales con 
características de interés 
Tradicionalmente la producción de vino, cerveza y pan era un proceso espontáneo 
llevado a cabo por la microflora presente sin un control microbiológico determinado. 
Hasta la década de los años setenta del pasado siglo, el único proceso de mejora 
genética al que la levadura se había visto sometida había sido puramente empírico, 
habiéndose seleccionado aquellas variantes naturales que realizaban mejor la 
fermentación o que tenían determinadas características, como mayor producción de 
aromas, mejor crecimiento sobre determinados substratos o bajo ciertas condiciones de 
elaboración, etc. Al obrar así, aunque de forma inconsciente, el hombre ha realizado 
mejora genética de las levaduras utilizadas para la elaboración de los productos 
fermentados y, hoy en día, es evidente que el genoma actual de dichas levaduras es el 
resultado de una fuerte presión de selección ejercitada durante millones de generaciones 
(Querol et al., 2003; Sicard y Legras, 2011). A partir de los estudios de Hansen, ha sido 
habitual el uso de cultivos puros de levaduras como iniciadores de la etapa de 
fermentación en diferentes procesos industriales, y muchas compañías han seleccionado 
su propia levadura con el fin de garantizar y mejorar la calidad de sus productos. De 
esta manera se han seleccionado cepas que presentan características de interés 
industrial, pero es difícil encontrar en la naturaleza cepas que presenten varias de ellas 
simultáneamente. Una alternativa a la selección de cepas de levadura completamente 
nuevas, consiste en la mejora genética de las cepas que ya han sido seleccionadas 
previamente y que están incluso en uso, con el fin de, conservando las propiedades 
iniciales por las que han sido seleccionadas, alterar sólo la característica de interés.  
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1.4.2. Métodos de mejora pertenecientes a la genética clásica  
La primera aproximación a la mejora genética de cepas de levaduras ha sido el 
cruzamiento de cepas parentales poseedoras de características ventajosas y la selección 
de la descendencia con el fenotipo buscado. Esta aproximación produce alta diversidad 
genética y puede ser utilizada para combinar genotipos y características deseables en 
una sola cepa (Attfield y Bell, 2003). Además, los microorganismos obtenidos con esta 
tecnología no responden a la definición de OMG. Su limitación es que sólo es aplicable 
a cepas de levaduras que puedan producir una cierta cantidad de esporas viables. Debido 
a la compleja estructura genética de las cepas de levaduras industriales (ver el apartado 
1.3.), el cruzamiento de dichas cepas así como un análisis directo de las tétradas y el 
aislamiento de las mutaciones recesivas muchas veces no ha sido posible. 
Por lo tanto, se han desarrollado métodos alternativos (pertenecientes a la denominada 
genética clásica), como la mutagénesis al azar seguida de una laboriosa selección de 
cepas y la hibridación en sus distintas variantes (“rare mating”, fusión de protoplastos, 
la citoducción, etc.) (Dequin, 2001). Estos métodos son lentos y pocos específicos ya 
que la mejora de ciertos aspectos puede ir acompañada del detrimento de otros. Otro 
inconveniente es que estos procedimientos dan lugar a un gran número de células 
viables, de las cuales sólo una proporción muy baja tendrá mejorado el carácter deseado 
y además pueden ser portadoras de cambios o mutaciones inadecuadas desde el punto 
de vista industrial. Además, los mutantes o las cepas obtenidas en los cruzamientos 
pueden ser genéticamente inestables, dando lugar a la pérdida del carácter seleccionado 
o de otras propiedades de interés industrial, por lo que la estabilidad genética es uno de 
los rasgos más importantes que hay que verificar en las cepas obtenidas. En el caso de la 
conjugación sexual hay que considerar que al combinar genomas muy diferentes (como  
también ocurre en el caso de la fusión de protoplastos), es difícil predecir las 
consecuencias de la combinación y puede ser necesario llevar a cabo varios 
retrocruzamientos para recuperar las características de interés de alguna de las cepas de 
partida.  
 
1.4.3. Técnicas de ingeniería genética 
Desde hace unos años los investigadores disponen de las técnicas de la ingeniería 
genética, que permiten introducir modificaciones específicas y dirigidas hacia un 
aspecto concreto de interés; además, también permiten introducir genes heterólogos 
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ofreciendo un gran abanico de posibilidades. La gran ventaja de esta tecnología es que 
permite la manipulación específica de un fragmento genético en concreto sin la 
acumulación de mutaciones no deseadas. El desarrollo de la tecnología del ADN 
recombinante ha permitido la mejora de las cepas de levaduras industriales mediante 
técnicas de ingeniería metabólica. Se define la ingeniería metabólica como la 
modificación o la introducción de nuevas reacciones bioquímicas para la mejora específica 
de propiedades celulares mediante la tecnología del ADN recombinante (Bailey, 1991). La 
ingeniería metabólica se emplea para mejorar rendimientos de formación de productos, 
reestructurar o crear nuevas rutas metabólicas, extender el intervalo de sustratos 
metabolizables, obtener productos nuevos en la célula huésped, dirigir o reducir el flujo 
hacia una ramificación deseada, etc. En general, las etapas en la mejora de una vía 
metabólica pueden resumirse en dos: 1) análisis del metabolismo celular con el fin de 
identificar las rutas metabólicas más prometedoras cuya alteración confiere a la cepa de 
levadura modificada características de interés industrial; 2) identificación del tipo de 
modificación genética más apropiado para obtener el fenotipo deseado. 
Bailey et al. (2002) han introducido además el concepto de “Ingeniería Metabólica 
Inversa”, definida como “la elucidación de una estrategia de ingeniería metabólica que 
pasa por las siguientes etapas: primero la identificación, construcción o cálculo de un 
fenotipo deseado; luego, la determinación de los factores ambientales o genéticos que le 
confieren dicho fenotipo; y por último, la introducción del fenotipo sobre otra cepa u 
organismo por manipulación ambiental o genética dirigida.” La selección del fenotipo 
deseado es el primer paso de la ingeniería metabólica inversa. El fenotipo deseado 
puede originarse naturalmente o puede ser obtenido mediante ingeniería evolutiva, es 
decir aplicando una determinada presión de selección a un cultivo celular en continua 
fase de crecimiento exponencial hasta obtener el fenotipo buscado (Sauer y Schlattner, 
2004). El segundo paso es la identificación de las bases genéticas que expliquen las 
diferencias entre las cepas con un fenotipo deseable y la cepa que se quiere modificar. 
Este paso comporta el más grande desafío de la ingeniería metabólica inversa, sin 
embargo métodos transcriptómicos, proteómicos y metabólomicos que monitorizan la 
expresión génica global han facilitado dicha identificación. El último paso consiste en la 
utilización de la ingeniería genética (generalmente mediante la sobreexpresión, la 
introducción, o la eliminación de los genes identificados mediante los métodos ómicos) 
para obtener el fenotipo deseado. 
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La aplicación de las técnicas de ingeniería genética ha conducido a numerosos éxitos en 
la mejora de cepas de levaduras industriales (ver apartado 1.5.), sin embargo, la 
explotación comercial de estas herramientas biotecnológicas empleadas en la mejora 
genética de levaduras industriales en el campo de la alimentación ha sido prácticamente 
nula. Curiosamente, en los últimos años se ha despertado el interés del sector productivo 
por los métodos de mejora pertenecientes a la genética clásica, como alternativa a 
algunos éxitos de la ingeniería genética, pero tratando de evitar sus contrapartidas 
negativas desde el punto de vista normativo y comercial. Cordente et al. (2009), usando 
una técnica de mutación perteneciente a la genética clásica (resuspensión de las células 
de levadura en un tampón fosfato conteniendo metanosulfonato de etilo, compuesto 
químico con propiedades mutagénicas), aislaron mutantes de una cepa vínica que 
producen significativamente menores cantidades de H2S con respecto a la cepa parental. 
Coloretti et al. (2005) obtuvieron unos nuevos híbridos con características deseables 
para la producción de vinos espumosos, mediante cruce de cepas floculentas de S. 
cerevisiae con cepas no floculentas de S. uvarum. Blieck et al. (2007) aislaron variantes 
de CMBS33, cepa de levadura para la producción de cerveza tipo lager, con mejor 
capacidad de fermentación de mostos de alta concentración (en inglés, “high gravity”) 
en extracto seco primitivo. Para la obtención de dichas variantes, sometieron un cultivo 
de la cepa parental a tratamiento con radiación ultravioleta y, a continuación, se realizó 
una selección de las cepas mutantes obtenidas, mediante sucesivas fermentaciones de 
mostos de elevado extracto seco primitivo. Teunissen et al. (2002) consiguieron mejorar 
la tolerancia a congelación de una cepa panadera. Para ello, en primer lugar sometieron 
un cultivo de la levadura panadera al efecto de la radiación ultravioleta. Sucesivamente 
inocularon y fermentaron una masa panaria con las células supervivientes a la luz 
ultravioleta y, finalmente, seleccionaron los mutantes mediante 200 ciclos de 
congelamiento y descongelación. Kutyna et al. (2012) seleccionaron cepas de levadura 
vínica en presencia de sulfito y a pH alcalino. De esta forma consiguieron aislar un 
mutante con alta producción de glicerol y mayor resistencia a sulfito. 
Mención a parte merece la ingeniería de la maquinaria de transcripción, gTME (de las 
siglas en inglés “global Transcription Machinery Engineering”), donde es posible alterar 
las propiedades de la levadura por manipulación de los factores de transcripción (Alper 
et al., 2006; Lam et al., 2010). Esta metodología se basa en la introducción de 
mutaciones al azar en uno o más factores de transcripción, induciendo de tal forma 
cambios en la expresión de los genes que se encuentran bajo su regulación. Después de 
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la selección de clones con fenotipo mejorado, se pueden identificar los genes mutados 
responsables de las nuevas características. A diferencia de técnicas como la mutagénesis 
al azar, la gTME permite la identificación de las mutaciones y, por tanto, la 
modificación genética responsable del fenotipo mejorado se puede transferir fácilmente 
a otras cepas de levadura. 
Estos últimos años, gracias a las nuevas técnicas que han dado lugar al acceso a miles 
de datos, al mayor poder computacional y a los nuevos algoritmos, está cambiando la 
forma de investigar de muchos científicos. De hecho, alrededor del año 2000, se ha 
desarrollado una nueva disciplina denominada Biología de Sistemas capaz de integrar 
en su seno a expertos procedentes de áreas como la biología, la informática, la física o 
las matemáticas. 
La Biología de Sistemas consiste en el estudio de un organismo o sistema biológico, 
visto como un sistema integrado e interrelacionado de genes, proteínas y reacciones 
bioquímicas que dan lugar a procesos biológicos. En lugar de analizar los componentes 
individuales de un organismo, los biólogos de sistemas se centran en todos los 
componentes y sus interacciones como parte de un único sistema, que serán las 
responsables de la biología del organismo. Mediante las técnicas experimentales se 
generan gran cantidad de datos de tipo biológico que se transforman en conocimiento 
mediante el empleo de diferentes tecnologías computacionales basadas en el desarrollo 
de algoritmos. El objetivo final es realizar modelos matemáticos, que permitan predecir 
el comportamiento de sistemas biológicos complejos y, en último término, modificar o 
incluso diseñar estos sistemas en base a determinadas necesidades.  
Como se ha comentado en el apartado 1.2. de este capítulo, son muchos los datos que 
disponemos actualmente sobre S. cerevisiae gracias al uso de las herramientas 
experimentales que aporta la ingeniería metabólica. Sin embargo, hoy en día se 
recopilan sólo unos pocos ejemplos de cómo la Biología de Sistemas ha tenido efecto 
sobre la ingeniería metabólica y la industria biotecnológica (Nielsen y Jewett, 2007). En 
un futuro, cuando se hayan desarrollado modelos matemáticos más avanzados y 
algoritmos bioinformáticas hechos a medida para la ingeniería metabólica, la biología 
de sistemas permitirá realizar análisis de la complejidad celular y la optimización de las 
rutas metabólicas gracias a que, mediante sus herramientas computacionales y teóricas, 
posibilita la elaboración de cálculos de los componentes implicados en las rutas, la 
modelización de las relaciones que existen entre dichos componentes, el diseño de 
representaciones matemáticas de la ruta metabólica, el conocimiento de las propiedades 
INTRODUCCIÓN                                                                                                         25                    
 
del sistema y su comparación con los datos experimentales del proceso celular 
(Deckwer et al., 2006). 
 
1.4.4. Problemas en la manipulación genética de las cepas de 
levaduras industriales 
Para mejorar las características de interés industrial de una determinada cepa de 
levadura, generalmente se aplican primero las técnicas de ingeniería genética a una cepa 
de laboratorio y posteriormente se vuelven a aplicar a la cepa que se quiere mejorar. 
Esto es debido a que es mucho más sencilla la manipulación genética de una cepa de 
laboratorio con respecto a una cepa de levadura industrial. Las cepas de laboratorio son 
segregantes meióticos de cepas de levaduras industriales. Dichas cepas de laboratorio 
presentan unas determinadas características: son normalmente isogénicas, son diploides 
o haploides del tipo de conjugación sexual “a” o “α”, presentan capacidad de 
esporulación cuando son diploides y son portadoras de diversas mutaciones 
auxotróficas, como por ejemplo: leu2, ura3, his3, trp1, etc. Por otro lado, las cepas de 
levaduras industriales son prototrofas, genéticamente diversas, normalmente son 
diploides o poliploides e incluso aneuploides o aloaneuploides, con baja o ninguna 
capacidad para esporular, y las cepas que lo hacen presentan una baja tasa de viabilidad 
de esporas; además, casi todas las cepas son homotálicas y los segregantes meióticos 
diploidizan rápidamente. Por lo tanto, los sistemas de manipulación genética 
desarrollados para las levaduras de laboratorio, difícilmente son directamente aplicables 
a las levaduras industriales, y se conocen muchos casos donde una determinada técnica 
de ingeniería genética funciona bien en una cepa de laboratorio pero no en una cepa de 
levadura industrial (Hammond, 1995; Nevoigt et al., 2002). Además, los transformantes 
de levaduras de laboratorio normalmente se seleccionan por complementación de alguna 
de sus auxotrofías mientras que las levaduras industriales, debido a su prototrofía,  
raramente se  pueden seleccionar con dichos marcadores ya que sería necesario un 
proceso largo y laborioso para la obtención de mutantes auxótrofos (Akada, 2002). Puig 
et al. (1998), por ejemplo, construyeron un derivado auxótrofo para uridina a partir de 
una levadura industrial, pero el procedimiento es demasiado costoso para que se pueda 
aplicar de manera rutinaria a cualquier otra cepa industrial que se pretenda transformar. 
Para dichas cepas, se recurre normalmente a marcadores dominantes de transformación. 
Este tipo de marcadores son normalmente genes cuya expresión permite aumentar la 
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resistencia de la cepa a antibióticos u otros agentes antimicrobianos, sin necesidad de 
que la cepa que se transforma tenga previamente ningún gen defectuoso. Otra 
posibilidad es el uso de genes que permitan la utilización de substratos como el almidón 
o la melibiosa que muchas cepas de S. cerevisiae no pueden utilizar. 
Otro inconveniente de las levaduras industriales es su baja frecuencia de 
transformación, aunque con ligeras modificaciones de los métodos de transformación 
disponibles para las cepas de laboratorio, tales como la formación de esferoplastos 
(Spencer et al., 1993), el tratamiento con sales de litio (Gietz y Woods, 2002) y la 
biobalística (Johnston y De Vit, 1996), varios grupos de investigación han conseguido 
obtener transformantes de dichas cepas.   
 
1.5. Cepas de levaduras modificadas genéticamente de interés 
industrial 
Los enormes avances registrados en los últimos años en el campo de la biología 
molecular y la ingeniería genética y la abrumadora cantidad de información de la que 
disponemos acerca de S. cerevisiae, han permitido la utilización de este microorganismo 
en muchísimas aplicaciones industriales, que van desde la tradicional producción de 
alimentos fermentados, hasta las más recientes aplicaciones en la producción de 
bioetanol, proteínas y enzimas para la industria farmacéutica y alimentaria y la 
producción de importantes compuestos bioquímicos (como glicerol, propanediol, ácidos 
orgánicos, etc.) para las industrias farmacéutica y química. En todas estas aplicaciones 
se han utilizado técnicas de ingeniería genética para obtener una levadura mejorada 
genéticamente (o transgénica) que permitiera obtener un producto cualitativa o 
cuantitativamente mejor, o incluso la producción de nuevos compuestos y la introdución 
de nuevas rutas metabólicas ausentes en las cepas salvajes. Mientras que hay muchas 
cepas de levaduras modificadas genéticamente (MG) que se están utilizando en la 
producción de bioetanol, proteínas, compuestos químicos e incluso en la producción de 
enzimas y aditivos utilizados en la producción de alimentos (Walker, 1998), hasta la 
fecha sólo hay dos levaduras vínicas MG que se están comercializando, aunque sólo en 
el mercado norteamericano, y de las cuales se desconoce si realmente alguna bodega las 
está utilizando a escala industrial. Estas dos levaduras, que han sido reconocidas como 
GRAS por EE. UU., son capaces respectivamente de realizar la fermentación 
maloláctica sin afectar a la fermentación alcohólica (Husnik et al., 2006) y reducir la 
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formación de etilcarbamato en el vino (Coulon et al., 2006). Con anterioridad, otras 
levaduras MG habían sido aprobadas por las autoridades competentes para su 
utilización en la industria alimentaria (Osinga et al., 1988; Perry y Meaden, 1988), sin 
embargo, ninguna de estas se ha empleado para la producción industrial y 
comercialización de ningún alimento o bebida (Dequin, 2001). Las razones de esta 
situación residen, fundamentalmente, en el drástico y vehemente rechazo por parte de 
los consumidores, y de muy diversas organizaciones de carácter ecologista, 
medioambiental, social y político, a adquirir alimentos que contengan o hayan sido 
fabricados a partir de un organismo modificado genéticamente. Hay que subrayar que 
esta situación se verifica principalmente en Europa, ya que en otros estados como EE. 
UU. los alimentos transgénicos son aceptados. Como se explicará en el capítulo 2 de la 
Introducción de esta Tesis, el rechazo europeo no tiene base científica y responde a la 
falta de información y a información falsa de grupo radicales. Debido a esta situación, 
los equipos de investigación de las grandes empresas del sector alimentario, y 
especialmente las europeas, han abandonado las técnicas de ingeniería genética como 
alternativa viable para el desarrollo de nuevos productos o procesos. Actualmente, el 
consumidor no está preparado para aceptar este tipo de levaduras en la elaboración de 
bebidas y alimentos, a pesar de los innegables beneficios que aportarían a nivel 
organoléptico, de proceso e incluso económico, por lo que su uso se limita 
exclusivamente al ámbito del laboratorio.  
En la Tabla 2 se describe brevemente las principales manipulaciones genéticas que se 
han realizado, mediante técnicas de ingeniería genética, en levaduras industriales para la 
producción de pan, vino y cerveza. Como se puede observar en la misma, hay muchas 
modificaciones genéticas de gran utilidad, que sólo están esperando el “vía libre” de las 
legislaciones y, sobre todo, de la opinión pública, para poder ser utilizadas por las 
respectivas industrias alimentarias. 
  
2. Problemática de la comercialización de las 
levaduras modificadas genéticamente 
Como se ha descrito en el capitulo anterior, son numerosas las cepas de levadura MG 
con características de interés industrial descritas en la bibliografía, sin embargo hasta la 
fecha sólo dos están siendo comercializadas. Las razones de esta situación se deben 
atribuir, fundamentalmente, a una legislación particularmente estricta (sobre todo la 
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europea) en materia de aprobación y etiquetado de los OMG y, en mayor medida, al 
rechazo por parte de los consumidores europeos a adquirir alimentos que contengan o 
hayan sido fabricados a partir de un organismo modificado genéticamente. Por cuanto 
concierne las levaduras MG, las principales justificaciones de rechazo son la posible 
transferencia de genes desde dichas levaduras a los hongos y bacterias patógenas, los 
efectos tóxicos y alergénicos que pueda causar la expresión del nuevo material genético 
insertado y los posibles riesgos ambientales debidos a la introducción de estos nuevos 
microorganismos en el ecosistema. Para intentar desbloquear la utilización industrial de 
las levaduras MG en las empresas alimentarias, se han desarrollando en estos últimos 
años técnicas alternativas que intentan eliminar las justificaciones de rechazo de los 
consumidores hacia este tipo de microorganismos.  
 
2.1. Normativa concerniente a los organismos modificados 
genéticamente empleados en alimentación 
En el ambito internacional, la Comisión del Codex Alimentarius ha establecido unos 
principios para la valoración de la seguridad de los alimentos modificados 
genéticamente (ver en http://www.who.int/foodsafety/biotech/codex_taskforce/en) y el 
Protocolo de Cartagena sobre Bioseguridad resume los principios para la valoración 
ambiental de los organismos vivos modificados (ver en 
http://www.biodiv.org/biosafety/default.aspx).  Sin embargo, hay enormes diferencias 
entre países en cómo los OMG son aprobados, clasificados y etiquetados.  
La legislación europea es particularmente estricta en este campo. La primera directiva 
dirigida a aproximar las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los 
Estados Miembros a la hora de proceder a la liberación intencional en el medio 
ambiente de OMG, data de 1990 (Directiva 90/220/CEE). Según los procedimientos 
presentes en esta directiva se autorizaron 17 OMG diferentes para su liberación 
intencional en el medio ambiente, tanto para fines experimentales como comerciales. En 
1997, se hizo operativo el Reglamento Europeo EC nº 258/97 (EC, 1997) sobre 
alimentos nuevos e ingredientes nuevos que incluye los alimentos que contengan o 
estén compuestos por OMG, o que se hayan producido a partir de OMG o contengan 
ingredientes producidos a partir de estos organismos. Con esta normativa, una serie de 
productos procedentes de OMG pero sin contenerlos pudieron ser comercializados en el 
mercado europeo. 
                                                                                                                                                                                                     
Objetivo Fundamento Manipulación genética Comentarios Referencias 
Objetivos comunes a cepas industriales 
Aumento de la 
resistencia al 
estrés 
Las levaduras industriales son 
expuestas a diferentes estreses 
medio-ambientales que afectan a su 
viabilidad y vitalidad. 
- Sobreexpresión de MSN2 (codifica un 
factor de transcripción que regula la 
expresión de varios genes en 
condiciones de estrés) en cepa 
panadera. 
 
- Expresión de la proteína QM de 
tomate (regula contenido intracelular 
de prolina) en S. cerevisiae. 
 
- Clonación y expresión de GSH1 
(codifica γ-glutamilcistein-sintetasa) en 
S. cerevisiae.  
- Mejora de la capacidad fermentativa de la cepa 
recombinante. Posible aplicación a masas 
congeladas por su mayor resistencia a ciclos de 
congelación y descongelación. 
 
- Incremento del contenido en prolina (protege 
células de levaduras de estrés oxidativo, 
congelación, etanol) en presencia de H2O2. 
 
- Incremento de la concentración intracelular de 
glutatión 1,5 veces. 









Fan et al., 2004 




Importante para la separación de las 
levaduras del mosto fermentado. 
 
Tiene que empezar al inicio de la 




Transcurre por interacción proteína-
azúcar presentes en la pared celular. 
- Expresión de FLO1 (codifica proteína 
de la pared celular) bajo control del 
promotor de ADH1 en cepa cervecera 
no floculante. 
 
- Expresión de FLO1 bajo control del 
promotor de HSP30 (se activa al final 
de la fermentación). 
 
- Expresión de FLO1, FLO5 o FLO11 
(codifican proteínas de la pared 
celular) bajo control del promotor de 
HSP30 o de ADH2 en 2 cepas vínicas. 
- La floculación empieza demasiado pronto al 
haber utilizado un promotor de un gen muy 
expresado durante la fermentación. 
 
- Fermentación y floculación correcta en cepa de 
laboratorio, falta estudio en cepa industrial. 
 
 
- Muchas diferencias en la expresión de los genes 
entre las 2 cepas vínicas y con el fenotipo obtenido 
en una cepa de laboratorio. Necesaria optimización 
específica para cada cepa industrial. 








Govender et al., 
2010 
Sobreproducción  
de ésteres de 
acetato 
Confieren un importante aroma a las 
bebidas alcohólicas, en particular el 
acetato de isoamílo. 
Son producidos por alcohol acetil 
transferasas de las células de 
levadura durante la fermentación. 
- Sobreexpresión de ATF1 y ATF2 en 
cepas cerveceras.  
  
- Sobreexpresión de ATF1, ATF2 y 
EHT1 (codifican para la producción de 
ésteres), e IAH1 (codifica para la 
degradación de ésteres) en cepa vínica. 
- Incremento de ésteres de acetato. Incremento de 
ésteres no deseados, como el etil acetato. 
 
 
- Describen el efecto de cada gen analizado sobre 
la producción de varios compuestos aromáticos 
con el objetivo del desarrollo futuro de una cepa 
vínica con producción de ésteres optimizada.  
Verstrepen et al., 
2003 
 
Lilly et al., 2006 
Tabla 2. Breve descripción de  los principales objetivos de mejora genética de las levaduras industriales utilizadas para la producción de vino, cerveza, pan y 
algunos ejemplos de manipulaciones genéticas realizadas. 
 




En aumento la demanda de bebidas 
alcohólicas de bajo contenido en 
etanol. 
- Expresión de glucosa oxidasa 
(convierte glucosa en gluconolactona) 
de Aspergillus niger en S. cerevisiae. 
- Expresión de noxE (codifica NADH 
oxidasa) de Lactococcus lactis en cepa 
vínica de S. cerevisiae. 
- El contenido en etanol de un vino Chardonnay es 
reducido del 11,9% (v/v) al 10,1% (v/v). 
 
- En condiciones de microoxigenación, reducción 
del 15% del rendimiento en etanol. Deficiencias de 
crecimiento durante la fermentación. 
Malherbe et al., 
2003 
 
Heux et al., 2006 
Sobreproducción 
de glicerol 
Confiere positivas notas sensoriales a 
las bebidas alcohólicas. 
 
Reduce el contenido en etanol de las 
bebidas alcohólicas. 
- Sobreexpresión de GPD1 (codifica la 








- Sobreexpresión de GPD2 por el 
promotor de ADH1 y eliminación de 
ALD6 en cepa vínica. 
- De 2 a 3 veces más del contenido en glicerol. 
Disminución del contenido en etanol. Alta 
producción de compuestos no deseados, en 
particular el acetato.  
 
- Mayor contenido en glicerol y menor contenido 
en etanol. Mayor producción de diacetilo. 
 
- Disminución del contenido en ácido acético, 
mayor contenido de glicerol y menor grado 
alcohólico. 
Micknik et al., 




Nevoigt y Stal, 
1996 
 




Sustancia cancerigena que se forma 
por reacción química entre etanol y 
urea en bebidas fermentadas. 
 
La urea se forma por degradación de  
arginina mediante enzima arginasa. 
- Disrupción de CAR1 (codifica para 
arginasa) en cepa  producción de sake. 
- Sobreexpresión de DUR1,2 (codifica 
ATP-urea amidoliasa, que degrada 
urea). 
- Disminución de etilcarbamato. No aplicable a las 
cepas vínicas por reducir el nitrógeno asimilable 
por la levadura en el mosto. 
 
- Reducción de etilcarbamato en 89,1%. 
 
Kitamoto et al., 
1991 
 





Es un antioxidante y un compuesto 
clave para la estabilidad de las 
bebidas alcohólicas. 
- Sobreexpresión de SSU1 (codifica 
bomba que expulsa sulfito al exterior 




- Sobreexpresión de HOM3 (codifica 
enzima implicada en biosíntesis de 
homoserina) y de MET14. 
 
- Inactivación de MET10 (codifica para 
una sulfito reductasa) en cepa 
cervecera. 
- Aumento de 10 veces de la producción de sulfito 
sin producir interferencias graves con el 
metabolismo de aminoácidos azufrados. La 
sobreexpresión de SSU1 previene la reducción del 
sulfito a H2S. 
 
- Aumento de la producción de SO2  y disminución 
de la producción de H2S. 
 
- Acumulación de sulfito en el medio de cultivo. 
Mayor estabilidad el aroma y sabor de la cerveza. 
Sin producción de H2S (ver siguiente objetivo). 
 












Tabla 2. (Continuación) 
                                                                                                                                                                                                     
Objetivo Fundamento Manipulación genética Comentarios Referencias 
Reducción del 
contenido en  
H2S 
Es un compuesto indeseable 
producido por el metabolismo del 
sulfato por la levadura. 
 
En la producción de la cerveza 
disminuye su concentración durante 
el proceso de maduración. 
- Sobreexpresión de MET25 (codifica 
o-acetilhomoserina y o-acetilserina 
sulfidrilasa) en cepa cervecera. 
- Sobreexpresión de NHS5 (codifica 
cistationina-β-sintasa) en cepa 
cervecera. 
- Eliminación de MET2 (codifica una 
sulfito reductasa) en cepa cervecera. 
- Disminución de 10 veces de la acumulación de 
H2S. 
 
- Disminución de la acumulación de H2S sin 
afectar a la fermentación. 
 
- Reducción de la producción de H2S y mayor 
acumulación de SO2.  
Omura et al., 
1995 
 







Para evitar que una levadura salvaje 
sea predominante. 
 
Para evitar contaminación bacteriana 
en  el mosto. 
- Expresión de toxina killer K1 en 
levadura vínica productora de toxina 
K2. 
- Expresión de pedA de Pediococcus 
acidilactici y lcaB de Leuconostoc 
carnosum en S. cerevisiae. 
- La mayoría de las cepas vínicas producen toxina 
killer K2 y son sensibles a la toxina K1. 
 
- Presencia de toxinas biológicamente activas en el 
medio de cultivo. Necesarias otras toxinas para 
garantizar la estabilidad total de los vinos. 
Boone et al., 
1990 
 
Schoeman et al, 
1999; Du Toit y 
Pretorius, 2000 
Objetivos específicos para levaduras vínicas 
Incremento del 
contenido en 
proteínas de la 
pared celular 
Son compuestos que previenen la 
formación de turbidez en el vino. 
- Eliminación de KNR4 (codifica para 
una proteína importante para la 
formación de la pared celular) en 2 
cepas vínicas. 
- Sobreexpresión de HPF1 y HPF2 en 
S. cerevisiae. 
- Incremento del contenido en mannoproteínas y 
mejor estabilidad del vino. Pérdida de capacidad 
fermentativa, en particular en una de las 2 cepas.  
 
- La sobreexpresión de HPF2 reduce 
sustancialmente la turbidez del vino. 
Gonzalez-Ramos 
et al., 2008 
 




Importante para la reducción 
biológica de los ácidos y la 
estabilidad de las características 
organolépticas del vino. 
 
El escaso desarrollo de bacterias 
lácticas puede provocar una escasa 
degradación del malato. 
- Sobreexpresión de mleS (codifica 
enzima maloláctica) de Oenococcus 
oeni y mae1 (codifica malato 
permeasa) de Schizosaccharomyces 
pombe en cepa vínica. 
 
- Degradación de 5,5 g/l de malato en 9 días de 
fermentación en mosto Chardonnay sin afectar a la 
fermentación alcohólica. Previene la formación de 
aminas biógenas nocivas. 




Importante un correcto balance entre 
azúcares y acidez. 
Los mostos no siempre son 
suficientemente ácidos. 
- Expresión de LDH (codifica lactato 
deshidrogenasa), de Lactobacillus 
casei en cepa vínica. 
- Adecuada acidificación del mosto. Ligera 
disminución del contenido en etanol. 
Dequin et al., 
1999 
Tabla 2. (Continuación) 
 




Son compuestos que afectan 
significativamente al aroma y sabor 
del vino. 
 
S. cerevisiae no es capaz de producir 
monoterpenos de forma eficaz. 
- Expresión de LIS (codifica S-linalool 
sintasa) de la planta Clarkia breweri en 
S. cerevisiae. 
 
- Expresión de rhaA (codifica α-L-
ramnosidasa) de Aspergillus aculeatus 
en una cepa vínica. 
- En condiciones de microvinificación aumento del 
linalool excretado por encima del umbral de 
percepción humana. 
 
- En condiciones de microvinificación y utilizando 
a la vez otra cepa MG que expresa una β-
glucosidasa, aumento del linalool. 









Su concentración en el vino debe de 
estar por debajo de 0,8 g/l. 
Por su composición genética, la 
levadura puede producir demasiado 
de este compuesto. 
- Eliminación de ALD6 (codifica 
aldehído deshidrogenasa) en una cepa 
vínica. 
- Reducción de 2 veces en la producción de acetato 
durante la fermentación. Ligero incremento de 
glicerol, succinato y 2,3 butanodiol. 
Remize et al., 
2000 




Las pectinasas, glucanasas y 
xilanasas facilitan la filtración y 
clarificación de vinos, la extracción 
de compuestos del grano de uva y 
mejoran color, aroma y sabor del 
vino.   
- Sobreexpresión de PGU1 (codifica 
endopoligalacturonasa) en cepa vínica. 
 
- Expresión de egl1 (codifica 
endoglucanasa) de Trichoderma 
longibrachiatum en  S. cerevisiae. 
 
-  Expresión de PGU1 en 5 cepas 
vínicas que carecen de actividad 
endopoligalacturonasa. 
- Mejorada la extracción del mosto, filtración y 
clarificación de vinos. 
 
- Mejora del aroma varietal de un vino blanco. 
 
- Expresión de la actividad endopoligalacturonasa 
en 3 de las 5 cepas. Pequeño cambio en el perfil 
aromático de los vinos obtenidos. 
Fernández-




et al., 1993 
 





Principal fuente de moléculas que 
contribuyen a la calidad de los vinos 
espumosos. 
-Eliminación de BCY1 (codifica 
subunidad reguladora PKA 
dependiente de cAMP) en S. 
cerevisiae. 
- Incremento de la velocidad de autolisis. 





Compuesto polifenólico del vino con 
efecto cardiosaludable, antitumoral y 
antienvejecimiento. 
- Expresión en S. cerevisiae de 4CL216  
(codifica resveratrol sintasa) de álamo 
y vst1 (codifica coenzima A ligasa) de 
vid. 
- Expresión en S. cerevisiae del gen de 
4-cumarato:coenzima A ligasa de 
Nicotiana tabacum y del gen de la 
estilbeno sintasa de Vitis vinifera. 
Producción de resveratrol por S. cerevisiae. 





Tabla 2. (Continuación) 
 
                                                                                                                                                                                                     




Son compuestos azufrados que, en su  
concentración óptima, confieren un 
positivo aroma y sabor afrutado al 
vino. 
- Sobreexpresión de tnaA (codifica 
triptofanasa con fuerte actividad 
cisteína-β-liasa) de Escherichia coli en 
cepa vínica. 
- Incremento superior a 25 veces en la producción 
de 4-mercapto-4-metilpenta-2-ona y 3-mercapto-1-
hexanol en medio sintético. Intenso aroma 
afrutado en vino.  
Swiengers et al., 
2007 




Confiere un aroma a mantequilla (no 
deseado en cerveza). 
Producto intermedio de la ruta de 
biosíntesis de la valina. 
Su concentración disminuye en el 
proceso de maduración. 
- Sobreexpresión de ILV3 e ILV5 
(codifican enzimas de la ruta 
biosíntética de valina). 
- Expresión en S. cerevisiae del gen de 
la α-acetolactato decarboxilasa de 
Acetobacter aceti ssp. xylinum. 
- Sobreexpresión de ilv5p-Δ46 
(mutante de ILV5 con últimos 46 
residuos eliminados).  
- Disminución del contenido en diacetilo sin 
comprometer la síntesis de valina. 
 
- Obtención de cerveza con elevada reducción del 
contenido en diacetilo en experiencias piloto. 
 
- ilv5p-Δ46 enzima funciona sólo en el citosol. 
Disminución del contenido en diacetilo sin alterar 
la producción de ácidos orgánicos y compuestos 
aromáticos. 
Villa et al., 1995 
 
 







Su presencia comporta mayor 
viscosidad, menor filtrabilidad y 
formación de turbidez en la cerveza.  
- Expresión de EG1 (codifica β-
glucanasa) de Trichoderma reesei en 
cepa cervecera. 
- Reducción de la viscosidad de la cerveza. 
 
Debido al uso de malta modificada y a la mejora 
en el proceso de filtración, ya no se requiere la 
presencia de actividad β-glucanasa en levadura. 
Enari et al., 1987 
 
Lee y Bamforth, 
2009 
Disminución del 
sabor a cerveza 
oxidada 
El oxígeno reacciona con moléculas 
orgánicas de la cerveza resultando en 
cambios del perfil aromático (debido 
principalmente a la acumulación de 
compuestos carbonílicos. 
- Sobreexpresión de GSH1, enzima 
clave en la síntesis de glutatión 
(previene oxidación). 
- Aumento en el contenido de glutatión en el 
mosto cervecero. 
Wang et al., 
2007; 
Mejora de la 
estabilidad de la 
espuma 
Importante factor de calidad.  
La proteinasa A de levadura es 
nociva para la estabilidad de la 
espuma. 
- Disrupción gen PEP4 (codifica para 
proteinasa A) en una cepa cervecera. 
- Disminución de la actividad proteinasa y mejora 
de la estabilidad de la espuma. 
Wang et al., 
2007; Liu et al., 
2009; 
 




Son los dos azúcares fermentables 
más abundantes en el mosto 
cervecero. La maltotriosa es utilizada 
sólo a finales de fermentación y en 
distinta proporción según las cepas. 
- Sobreexpresión de MTT1 
(transportador de maltotriosa) en cepa 
de levadura para la producción de 
cerveza tipo lager. 
- Aumento de la incorporación de maltotriosa. 
Dietvorst et al., 
2005 
Tabla 2. (Continuación) 
 
Objetivo Fundamento Manipulación genética Comentarios Referencias 
Fermentación de 
dextrinas 
Azúcares no fermentables por cepas 
cerveceras. 
 
Su degradación es importante para la 
producción de cervezas de bajo 
contenido calórico. 
- Disrupción de ILV2 (codifica α-
acetohidroxiácido sintasa), por 
integración de LSD1 (codifica 
dextranasa) de Lipomyces starkeyi. 
- Sobreexpresión de amiloglucosidasa 
de Schwanniomyces occidentalis. 
- Sobreexpresión de STA2 de S. 
diastaticus (codifica para glucoamilasa 
extracelular). 
- Disminución de la formación de diacetilo y del 
contenido de azúcar (20-25%). 
 
 
- Degradación de las dextrinas. Enzima termolábil, 
evita el endulzamiento de la cerveza durante la 
maduración. 
- Aumento del contenido alcohólico 1% (v/v) y 
disminución del contenido energético. 




Lancashire et al.,  
1989 
 
Vakeria et al., 
1996 
Objetivos específicos para levaduras panaderas 




S. cerevisiae sufre daños durante los 
procesos de congelación y 
descongelación. 
Este fenómeno comporta la pérdida 
de la capacidad para hinchar 
correctamente la masa panadera. 
- Expresión en S. cerevisiae del péptido 
GS-5 (péptido anticongelante) de 
Myxocephalus aenaeus, pez que vive 
en zonas polares. 
 
- Expresión en S. cerevisiae de FAD2-1 
y FAD2-3 (codifican a oleato 12- 
desaturasa) de Helianthus annuus. 
 
- Sobreexpresión de CRZ1 (codifica un 
factor de transcripción dependiente de 
calcineurina que activa la transcripción 
de genes relacionados con el estrés). 
 
- Sobreexpresión aquaporinas AQY1 y 
AQY2 en una cepa panadera.  
 
- Eliminación de POG1 (codifica para 
un factor de transcripción implicado en 
la regulación del ciclo celular). 
- Aumento de la resistencia a congelación y de la 
producción de CO2. 
 
 
- Aumento de la fluidez de la membrana y con ello 
mejora de la tolerancia a la congelación. 
 
 
- Aumento de la resistencia a congelación y 
salinidad. Aumento capacidad de levantamiento en 
masas dulces. 
 
- Aumento de salida de agua de la célula durante la 
congelación. Se previene daño celular provocado 
por cristales de hielo. 
 
-  Incremento de la capacidad de fermentación  en 
masas ácidas después de ciclos de congelación y 
descongelación. 




Vargas et al., 
2007 
 
Panadero et al., 
2007 
 
Tanghe et al., 
2002 
 
Sasano et al., 
2013 
Aumento de la 
utilización de la 
maltosa 
Indispensable para un buen 
hinchamiento de la masa panadera. 
La maltasa y maltosa permeasa son 
reprimidas a bajas concentraciones 
de azúcares sencillos. 
- Cambio del promotor de maltosa 
permeasa y maltasa por otro que no 
sufre represión por catabolito. 
 - Aumenta hinchamiento de la masa panadera. 
 
Osinga et al., 
1988 
Tabla 2. (Continuación) 
                                                                                                                                                                                                     
Objetivo Fundamento Manipulación genética Comentarios Referencias 
Utilización del 
almidón 
Es el principal carbohidrato presente 
en las masas panaderas. 
 
S. cerevisiae no es capaz de 
hidrolizar el almidón. 
- Expresión de GAM1 (codifica una 
amiloglucosidasa) y AMY1 (codifica 
una amilasa) de Schwanniomyces 
occidentalis en S. cerevisiae. 
- Levadura panadera capaz de utilizar el almidón. 
Hollenberg y 
Strasser, 1990 
Incremento de la 
capacidad 
fermentativa 
Se define como la tasa de producción 
de CO2 y etanol en anaerobiosis. En 
el hinchamiento de la masa panaria 
es importante que la levadura 
fermente los azúcares a CO2 y etanol 
con mínimo incremento de biomasa. 
- Sobreexpresión de HAP4 y 
eliminación de HXK2 (reguladores de 
la ruta glicolítica) en S. cerevisiae. 
- Ninguna diferencia significativa con respecto a la 
cepa control en la sobreexpresión de HAP4. En la 
eliminación de HXK2 y con maltosa como fuente 




Utilización de la 
melibiosa 
Las melazas, materia prima para la 
producción de levadura panadera, 
contienen rafinosa, hidrolizada a 
fructosa y melibiosa por la levadura. 
 
S. cerevisiae no utiliza la melibiosa 
(no posee enzima α-galactosidasa). 
- Expresión en S. cerevisiae de MEL1 
(codifica para α-galactosidasa) de cepa 
utilizada para la producción de cerveza 
tipo lager. 
- Mayor rendimiento (8%) en biomasa de levadura, 
sin perjuicio de la tasa de crecimiento. 
Gasent-Ramirez 
et al., 1995 
Tabla 2. (Continuación) 
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Estos productos han sido sometidos a un proceso de autorización simplificado basado 
en el principio de equivalencia substancial: han sido autorizados aquellos productos 
para los cuales era posible demostrar que no había  ninguna diferencia desde el punto de 
vista nutricional, organoléptico y toxicológico con respecto a los mismos productos 
obtenidos mediante métodos convencionales. Debido al creciente rechazo por parte de 
la opinión pública y de diversas organizaciones políticas y medioambientales hacia los 
OMG, desde 1997 muchos estados miembros comenzaron a rechazar la autorización al 
uso de OMG, apelando a la así llamada cláusula de salvaguardia, y en 1998 muchos 
estados votaron a favor de un bloqueo de las autorizaciones de OMG a nivel europeo 
hasta que no fuera garantizado el derecho de elección de los ciudadanos mediante 
apropiadas normas de etiquetado y una revisión de la normativa a la luz del principio de  
precaución.  
Es ese el clima en el que se redactaron las nuevas normativas que actualmente regulan 
los organismos modificados genéticamente: la directiva 2001/18/EC (EC, 2001) sobre 
liberación intencional en el medio ambiente de organismos modificados genéticamente, 
que reescribe las normas para la aprobación de los OMG, y los Reglamentos 
1829/2003/EC (EC, 2003a), 1830/2003/EC (EC, 2003b) y 65/2004/EC (EC, 2004) que, 
respectivamente, definen las normas para la autorización, el etiquetado y la trazabilidad 
del producto. 
El Reglamento 1829/2003 describe las informaciones necesarias para quien quiera 
comercializar un producto OMG. El solicitante tiene que demostrar que los alimentos 
no deberán: 
(1) tener efectos negativos sobre la salud humana, la sanidad animal o el medio 
ambiente; 
(2) inducir a error al consumidor; 
(3) diferenciarse de los alimentos que están destinados a sustituir de tal manera que su 
consumo normal resulte desventajoso, desde el punto de vista nutricional, para los 
consumidores.  
Dichos productos tienen que ser controlados antes de su comercialización, por lo tanto, 
la solicitud de autorización tiene que ir acompañada con un expediente técnico 
completo, que presente informaciones detalladas sobre el resultado de las 
investigaciones con el fin de evaluar el impacto de los OMG sobre la salud humana y 
animal y sobre el medioambiente. A continuación, el producto es sometido al largo 
procedimiento de aprobación por parte de la Autoridad Europea de Seguridad 
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Alimentaria (EFSA, del inglés European Food Safety Agency), de la Comisión Europea 
y de los Estados Miembros. El etiquetado es siempre obligatorio cuando se tiene 
constancia que el alimento contenga o esté compuesto por OMG o se haya producido a 
partir de OMG o contengan ingredientes producidos a partir de estos organismos. En 
consecuencia, el etiquetado es obligatorio aunque el ADN recombinante o la proteína 
correspondiente no estén presentes en el producto final. Además, el etiquetado es 
obligatorio cuando más del 0,9% de un alimento contenga o esté compuesto por OMG,  
aunque éstos se hayan introducido por contaminación ocasional, fortuita o inevitable. 
En el caso que los alimentos presenten, bien accidentalmente o porque sea técnicamente 
inevitable, trazas de OMG a un nivel inferior al 0,9%, los operadores deberán poder 
proporcionar pruebas a las autoridades competentes que les demuestren de manera 
satisfactoria que han adoptado las medidas apropiadas para evitar la presencia de dicho 
material. En base a los Reglamentos nº 1830/2003 (EC, 2003b) y 65/2004 (EC, 2004), 
los OMG y los productos derivados de éstos, tienen que ser sometidos a un plan de 
trazabilidad durante todas las etapas, desde la producción hasta la comercialización, 
para facilitar una eventual retirada de los productos, si esto fuera necesario.  
A diferencia de la estricta legislación europea, los reglamentos americanos no prevén el 
etiquetado obligatorio de los OMG, porque no son considerados significativamente 
diferentes de los demás alimentos, o simplemente porque no dan mayores problemas de 
seguridad con respecto a los alimentos procedentes de las tradicionales técnicas de 
cruzamiento (Federal Register of May 29, 1992 57 FR 22984). La normativa general de 
etiquetado de los alimentos se aplica también a los alimentos que proceden de las 
aplicaciones de la Biotecnología. La etiqueta debe revelar todos los “hechos materiales 
de un alimento”, por ejemplo, en el caso de un alimento MG, si éste es 
significativamente distinto de su correspondiente natural, si tiene propiedades naturales 
significativamente diferentes o si contiene un potencial compuesto alergénico. Las 
levaduras en EE.UU. son consideradas como agentes de proceso y por tanto los vinos 
que por ejemplo se han producido mediante el uso de alguna de las 2 levaduras MG que 
actualmente se están comercializando (ver capitulo 1.5.), no necesitan en su etiquetado 
de ninguna declaración que advierta al consumidor de su uso. Por eso se desconoce el 
efectivo uso de estas levaduras en la producción de vino pues por evidentes motivos las 
empresas productoras de vino prefieren no mencionarlo. 
En general, los reglamentos en otras partes del mundo se sitúan entre los de EE. UU. y 
los de la Unión Europea. La legislación canadiense se parece a la de EE. UU., mientras 
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que Australia, Nueva Zelanda, Japón y China requieren del etiquetado de los alimentos 
MG, pero los reglamentos sobre el uso de OMG son menos restrictivos que las actuales 
directrices Europeas.  
 
2.2. Actitud de los consumidores hacia los OMG 
La encuesta Eurobarometer sobre Biotecnología, iniciada a principio de los años 
noventa, es una de las más importantes encuestas sobre la opinión pública (en términos 
de número de personas entrevistadas) que controla los cambios de la actitud de los 
consumidores hacia la Biotecnología en los diferentes países europeos. La encuesta del 
2005 (Gaskell et al., 2006) sobre 25.000 personas europeas (aproximadamente 1.000 
para cada estado europeo), ha evidenciado una actitud muy positiva hacia las nuevas 
tecnologías y la ciencia, sin embargo, mientras que había un apoyo casi total a la 
aplicación de las técnicas biotecnológicas en el área médica e industrial, había un 
rechazo general a la producción de alimentos MG. La gran mayoría de los europeos 
(73%) cree que los alimentos MG no deberían ser fomentados ya que dichos alimentos 
son vistos como inútiles, moralmente inaceptables y como un riesgo para la sociedad. 
La última encuesta sobre biotecnología del 2010 realizada a consumidores de los 27 
estados miembros más Croacia, Islandia, Noruega, Suiza y Turquía (Gaskell et al., 
2010), vuelve a confirmar los resultados obtenidos 5 años antes (un 77% de europeos 
están en contra de los alimentos MG), sugiriendo un sustancial hermetismo de la 
opinión publica hacia los alimentos MG. Los principales argumentos que esgrimen los 
opositores a los productos alimentarios en cuyos ingredientes o proceso de fabricación 
se haga uso de organismos modificados genéticamente, son: la alteración en la calidad 
nutricional de las comidas, su potencial toxicidad, su posible papel en la diseminación 
en los ecosistemas de la resistencia a determinados antibióticos, su potencial efecto 
alergénico o cancerígeno, preocupaciones religiosas y culturales y también el miedo a lo 
desconocido (Uzogara, 2000; Lack 2002). Ninguno de estos argumentos tiene base 
científica y, en gran parte, se basan en la falta de formación científica tanto de los 
consumidores como de los medios de comunicación. 
Las condiciones favorables para la posible compra de productos MGs son que aporten 
compuestos beneficiosos para la salud, que disminuyan los niveles de residuos de 
pesticidas y que reduzcan el impacto medioambiental (aunque los economistas afirman 
que el precio también es un factor importante). Como se puede observar en la Figura 2, 
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las opiniones de los consumidores hacia las modificaciones genéticas dependen de 
muchos factores. En lo que concierne a los alimentos MG, los beneficios son vistos 
como marginales o abstractos, es este el caso de la cerveza, las fresas o el salmón. 
Cualquier modificación que afecte a los animales o al hombre comporta grandes 
preocupaciones éticas, mientras que las aplicaciones médicas en el campo farmacéutico 
o en el campo de las enfermedades hereditarias son las mejor consideradas (Frewer et 
al., 1997; Frewer, 2003). 
 
 
Figura 2. La opinión pública sobre la relación riesgos/beneficios de los alimentos modificados 
genéticamente (Frewer, 2003). 
 
Probablemente, la causa de la percepción negativa y del rechazo que existe entre la 
población hacia los organismos transgénicos provenga de la falta de una correcta y 
suficiente información al consumidor cuando éstos comenzaron a desarrollarse. La 
intoxicación informativa realizada por organizaciones como Greenpeace y por los 
partidos verdes, han sido fundamentales para generar el actual estado de opinión en 
Europa. De hecho, mientras que procesos como la evolución adaptativa donde, por 
ejemplo, las cepas de levadura son continua y repetidamente cultivadas bajo una 
determinada combinación de condiciones, para luego seleccionar las cepas resistentes o 
mejor adaptadas a dichas condiciones, o las técnicas procedentes de la genética clásica, 
como la mutagénesis o la hibridación, han sido aceptadas por el consumidor a pesar de 
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que se desconozcan los cambios efectuados en el genoma (probablemente por 
ignorancia del fundamento teórico que subyace a su aplicación, o simplemente porque 
técnicas similares han sido utilizadas por el hombre durante millares de años en la 
agricultura), es sorprendente que no pase lo mismo con las técnicas de ingeniería 
genética donde se conocen con exactitud las modificaciones realizadas sobre el material 
genético. 
 
2.3. Principales justificaciones de rechazo de los 
microorganismos modificados genéticamente 
En lo que se refiere a los microorganismos modificados genéticamente (MMG) en 
particular, las principales justificaciones de rechazo son la posible transferencia de 
genes bacterianos (como los que confieren resistencia a determinadas drogas o 
antibióticos) desde los MMG a los hongos y bacterias patógenas, los efectos tóxicos y 
alergénicos que pueda causar la expresión del nuevo material genético insertado y los 
posible riesgos ambientales debidos a la introducción de estos nuevos microorganismos 
en el ecosistema (Jonas et al., 2001). 
 
2.3.1. Riesgos ambientales por la introducción de microorganismos 
MG en el medio ambiente 
La valoración de la viabilidad de las levaduras MG en los ambientes naturales resulta 
crucial, porque dichas levaduras pueden ser liberadas accidental o intencionadamente en 
el ecosistema natural. Por lo tanto, es importante proporcionar a los consumidores 
informaciones precisas acerca del comportamiento de las levaduras MG en el 
medioambiente y su potencial impacto sobre la microflora natural, para así favorecer 
que los consumidores acepten más fácilmente las técnicas de la ingeniería genética en la 
producción de alimentos fermentados. Hasta la fecha se han realizado pocas pruebas 
(principalmente utilizando levaduras comerciales) para evaluar el impacto potencial de 
las levaduras MGs sobre la microflora natural, sin embargo todas parecen confirmar que 
dichas levaduras no se implantan sistemáticamente en el medioambiente y que no 
dominan a la microflora natural (Bauer et al., 2003; Cordero-Bueso et al., 2011; 
Fujimura et al., 1994; Schuller y Casal, 2005; Valero et al., 2007).  
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Ando et al. (2005) analizaron la tasa de supervivencia y la presencia del material 
genético en un ambiente natural simulado, de una cepa de levadura panadera modificada 
genéticamente (inactivación del gen ATH1, que codifica para una trealasa y cuya 
eliminación permite la acumulación de trealosa, mejorando de esta forma la tolerancia a 
la congelación) con respecto a la cepa original. Descubrieron que había un 
comportamiento prácticamente igual entre las cepas MG y la cepa salvaje, concluyendo 
que la eliminación del gen ATH1 no favorece la supervivencia en el ecosistema ni de 
células viables ni del fragmento de ADN implicado. 
Schoeman et al. (2009) estudiaron el comportamiento de una cepa vínica de S. 
cerevisiae, denominada VIN13, y de una variante suya MG (expresión de LKA1, que 
codifica para una α-amilasa, de Lipomyces kononenkoae) en 3 diferentes hábitats. 
Demostraron que no habían diferencias significativas en el comportamiento de estas 2 
levaduras y concluyeron que la modificación genética insertada no confería ninguna 
ventaja selectiva a la cepa MG con respecto a la cepa salvaje. Además, sugirieron que se 
podría utilizar el proceso empleado como método para la evaluación del riesgo asociado 
a la liberación de levaduras MG en el medio ambiente. 
Bauer et al. (2003) evaluaron el comportamiento de levaduras MG en el interior de 
poblaciones microbianas de una determinada bodega y de un viñedo en un invernadero. 
Utilizando una levadura vínica comercial, construyeron cepas MG que contenían genes 
heterólogos que codificaban para una α-amilasa (LKA1), una endo-β-1,4-glucanasa 
(end1), una xilanasa (XIN4) y una pectato liasa (peh1). Descubrieron que: (1) no había 
una diferencia significativa en el ambiente entre la presencia de las levaduras 
modificadas o de las levaduras comerciales parentales, tampoco para las levaduras MG 
que se creía que pudieran tener una ventaja selectiva (excretaban glucanasas y 
pectinasas); (2) en general, la población microbiana sobre las plantas que habían 
rociadas era muy similar a la de las vides no tratadas, concluyendo que el equilibrio 
ecológico de la flora de un viñedo en un sistema confinado no se ve influenciado ni por 
las levaduras comerciales ni por las levaduras MG; (3) no habían diferencias 
significativas en las cepas implicadas en la fermentación de micro-vinificaciones 
espontáneas. 
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2.3.2. Transferencia de genes bacterianos desde los 
microorganismos MG a los hongos y bacterias patógenas 
La transferencia horizontal de genes (HGT, del inglés Horizontal Gene Transfer) 
consiste en la transmisión del genoma o parte de éste de un organismo a otro que no 
forma parte de su descendencia. La transferencia se produce mediante el paso de 
material genético a través de los límites celulares del donador mediante sistemas de 
transmisión, como son en bacterias la conjugación, la transducción y la transformación, 
seguida de la incorporación estable de dicho material en el genoma del organismo 
receptor mediante mecanismos de recombinación. La HGT es muy importante como 
fuente de variación genética y puede ocurrir entre especies alejadas filogenéticamente, 
lo cual permite la formación de genomas extraordinariamente heterogéneos y 
dinámicos. La comparación de tres cepas de Escherichia coli ha revelado que sólo el 
39% del genoma está conservado, mientras que la parte restante difiere principalmente 
como consecuencia del HGT (Welch et al., 2002). La HGT ha sido el principal factor de 
propagación de la resistencia a antibióticos entre las bacterias patógenas en los últimos 
50 años, así como de la aparición de un aumento en la virulencia de bacterias y virus 
(Derbise et al., 2007; Mild et al., 2007). En consecuencia, desde la aparición de los 
primeros OMG, surgieron temores en relación con una posible transferencia horizontal 
del material genético que había sido introducido en los OMG, así como sobre los 
potenciales efectos perjudiciales que dicha transferencia puede tener sobre la salud 
humana y el medio ambiente, ya que la inserción de ADN foráneo en las variedades 
transgénicas puede hacerse (y en la mayoría de los casos se hace) mediante la inserción 
de genes marcadores que confieren resistencia a antibióticos. Por ejemplo, la 
transmisión a un patógeno de dichos genes con resistencia a antibióticos, podría 
comprometer las terapias en humanos y animales (Bennet et al., 2004), y la transmisión 
de un gen viral a un virus no homólogo podría dar como resultado la aparición de una 
enfermedad emergente (Falk y Bruening, 1994). En realidad, varios estudios confirman 
que la transferencia de genes con resistencia a antibióticos desde las plantas MG a las 
bacterias, son fenómenos muy raros y, en el caso que dichos fenómenos ocurriesen, los 
peligros para la salud humana y el medio ambiente serían insignificantes (Bennett et al., 
2004; Kees, 2008). Además, hay que considerar que los marcadores de resistencia a 
antibióticos están ya presentes y diseminados en la naturaleza, ya que han sido 
obtenidos de elementos génicos altamente móviles presentes en las bacterias, donde han 
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evolucionado y se han difundido como consecuencia del abuso en la utilización y del 
mal uso de los antibióticos en medicina y en los piensos para animales. 
En lo que concierne a los microorganismos MG, la probabilidad de que se produzca la 
transferencia de genes que confieren resistencia a antibióticos a otros organismos, sigue 
siendo baja, aunque es más probable que en el caso de las plantas MG. Por lo tanto, 
aunque la mayoría de los autores concuerdan en la baja probabilidad de riesgos que para 
la salud humana entrañan este tipo de modificaciones genéticas, también consideran que 
ya que la HGT es posible en determinadas condiciones y que los genes insertados 
podrían conferir una ventaja selectiva a las cepas receptoras con consecuencias 
imprevisibles, sería recomendable evitar en los MMG la presencia de genes de 
resistencia a antibióticos, así como de secuencias genéticas procedentes de bacterias que 
puedan facilitar la propagación del ADN recombinante (Stewart et al., 2000; Dale et al., 
2002; Gaugitsch, 2002). En las recomendaciones elaboradas por el Codex Alimentarius 
(Joint FAO/WHO Food Standards Programme, 2004) se indica que, para la selección de 
MMG, deben usarse tecnologías alternativas que hayan demostrado ser inocuas y que 
no dependan de genes marcadores de resistencia a antibióticos en los microorganismos 
viables presentes en los alimentos. En general, el uso de genes marcadores de 
resistencia a antibióticos para la construcción de cepas intermedias no debería presentar 
peligros significativos que impidieran la utilización de las cepas finales en la producción 
de alimentos, siempre y cuando los genes marcadores de resistencia a antibióticos se 
hayan eliminado de la última construcción y/o de la cepa definitiva. 
 
2.3.3.  Efecto tóxico y alergénico que puede provocar la expresión 
del nuevo material génico insertado 
Una de las principales cuestiones en la valoración de la seguridad de los alimentos MG 
es su potencial tóxico y alergénico. Las modificaciones genéticas pueden afectar al 
potencial alergénico de un determinado microorganismo en dos formas: mediante la 
introducción de genes foráneos que codifican para proteínas tóxicas o alergénicas no 
producidas anteriormente por la cepa sin modificar, o mediante el cambio del nivel de 
expresión o de la naturaleza de proteínas alergénicas intrínsecas. Actualmente existe una 
rigurosa valoración (basada en las recomendaciones elaboradas por el Codex 
Alimentarius) del potencial alergénico de las proteínas expresadas en los alimentos 
transgénicos y de los alimentos elaborados con la ayuda de microorganismos 
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transgénicos (Joint FAO/WHO Food Standards Programme, 2004) y, hasta la fecha, 
dicha estrategia ha funcionado bien, ya que se ha evitado la introducción de potenciales 
proteínas alergénicas en alimentos destinados al consumo humano. Según el Codex 
Alimentarius, la evaluación de la posible toxicidad de las proteínas debe centrarse 
principalmente en la semejanza de la secuencia de aminoácidos entre la proteína 
examinada y toxinas proteicas conocidas, así como en la degradación de dicha proteína 
en modelos representativos apropiados de los sistemas gástrico e intestinal.  
 
2.4. Estrategias para soslayar el rechazo hacia las levaduras 
modificadas genéticamente 
Para evitar estas reticencias hacia los MMG y para intentar desbloquear la utilización 
industrial de las levaduras modificadas genéticamente en las empresas alimentarias, se 
han desarrollando en estos últimos años técnicas alternativas que intentan eliminar las 
principales justificaciones de rechazo de los consumidores hacia estos tipos de 
microorganismos, como el miedo a la transferencia de genes desde las levaduras MG a 
los hongos y bacterias patógenas y la producción de proteínas tóxicas o alergénicas por 
parte de la levaduras recombinantes. Las estrategias que se están utilizando para 
aumentar la aceptación de las levaduras MG, se basan en la eliminación de los casetes 
de selección basados en la resistencia a antibióticos o a compuestos tóxicos y, 
especialmente, en el uso de técnicas de “self cloning” o autoclonación. 
 La correcta definición de “self-cloning” se puede encontrar en la Directiva 98/81/EC 
del Consejo Europeo, relativa a la utilización confinada de microorganismos 
modificados genéticamente, que define dicho concepto como: “Autoclonación, 
consistente en la extracción de secuencias de ácido nucleico de una célula de un 
organismo, que puede ir o no seguida de la reinserción total o parcial de dicho ácido 
nucleico (o de un equivalente sintético) - con o sin fases enzimáticas o mecánicas 
previas - en células de la misma especie o de una especie que presente características 
filogenéticas muy similares, que puedan intercambiar material genético por procesos 
fisiológicos naturales, siempre que sea improbable que el microorganismo resultante sea 
patógeno para las personas, los animales o los vegetales. La autoclonación puede incluir 
el empleo de vectores recombinantes en relación con los cuales se disponga de una larga 
historia de utilización segura en los microorganismos correspondientes.”  
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El principio de esta técnica es simple: si no se introduce en la levadura ADN foráneo, es 
decir, procedente de otro sistema biológico, no debería de haber miedo a la transferencia 
de genes desde la levadura MG a los hongos y bacterias patógenas, ni tampoco a la 
producción de proteínas tóxicas o alergénicas por parte de la levadura recombinante. 
Es discutible si, bajo el procedimiento de valoración del riesgo, las levaduras obtenidas 
mediante “self-cloning” deberían ser equiparadas a los microorganismos alterados 
genéticamente que no necesitan ningún tipo de control, como por ejemplo los obtenidos 
mediante procesos de mutagénesis (Sybesma et al., 2006). De hecho, cuando la 
contención no está asegurada, la legislación Europea no distingue las cepas obtenidas 
mediante “self-cloning” de las obtenidas mediante la expresión de genes heterólogos. 
Al contrario, la legislación Japonesa no considera que los microorganismos 
desarrollados mediante la técnica del “self-cloning” tengan que ser tratados como OMG, 
pues dicha técnica se considera similar a otros fenómenos que ocurren naturalmente 
como la recombinación genética, la eliminación y amplificación de genes, etc. Por lo 
tanto, las levaduras obtenidas mediante esta metodología no tienen que estar sometidas 
a las estrictas normas que regulan la comercialización de los OMG (Hino, 2002).  
En general, se cree que las levaduras obtenidas mediante “self-cloning” tienen un mayor 
potencial comercial con respecto a las levaduras transgénicas. De hecho, varios grupos 
de investigación, sobre todo japoneses, se están esforzando en desarrollar  nuevas 
estrategias de “self-cloning”. En la Tabla 3 se resume brevemente algunos ejemplos de 
manipulaciones genéticas realizadas mediante técnicas de “self-cloning”, haciendo 
especial hincapié en unos requisitos deseables para aumentar la aceptación del 
consumidor hacia estas nuevas cepas de levadura. 
Hasta la fecha, ninguna de estas levaduras mejoradas genéticamente mediante técnicas 
de autoclonación se está comercializando para la producción de alimentos o bebidas 
alcohólicas. Probablemente, una nueva estrategia dentro de las metodologías de “self-
cloning” que demuestre que las modificaciones genéticas introducidas en las levaduras 
MG podrían haber ocurrido en naturaleza sin la intervención humana, podría ayudar a 
superar el rechazo de estas nuevas tecnologías en la producción de nuevos alimentos. 
 
 
                                                                                     




Ningún paso a través de 
otro sistema biológico 
y/o vector de clonación 







Eliminación de PUT1 (codifica para una prolina oxidasa) y 
sustitución de PRO1 (codifica para enzima responsable de síntesis 
de prolina) con un alelo mutado que causa sobreproducción de 
prolina. Mejora de la resistencia al estrés producido por el etanol. 
SI NO NO SI SI 
Takagi et al., 
2007 
Integración de GPD1 (codifica la glicerol-3-fosfato 
deshidrogena) y CUP1 (codifica para una metal-tioneina) en el 
locus de ALD6 (codifica aldehído dehidrogenasa) e integración 
de GSH1 (codifica y-glutamilcistein-sintetasa) y de CUP1 en el 
locus de ILV2. Obtención de una levadura vínica con alta 






Hao et al., 
2012 
Sobreexpresión de SSU1 en cepa cervecera. Aumento de la 
producción de SO2  y disminución de la producción de H2S. 
NO
2 
NO SI SI NO 
Iijima y 
Ogata, 2010 
Mutación de glicina a serina en el codón 1.250 de FAS2 (codifica 
para una sintasa de ácidos grasos) que confiere resistencia a 
cerulenina y mayor producción de etil caproato en una cepa para 
la producción de sake. 
SI NO NO SI SI 
Aritomi et 
al., 2004 
Sobreexpresión de ATF1 (codifica alcohol acetiltransferasa) para 
mejorar el perfil aromático del sake. 
SI NO ?
1
 SI SI 
Hirosawa et 
al., 2004 
Expresión de SWA2 (codifica para una α-amilasa) de 
Schwanniomyces occidentalis en una cepa panadera de S. 





 NO NO 
Marín et al., 
2001 
Sobreexpresión de PGU1 (codifica para una 









Integración de GAI (codifica para una glucoamilasa) de 
Saccharomycopsis fibuligera en el locus de PEP4 (codifica para 
una proteinasa A). Obtención de una cepa cervecera con mejor 
estabilidad de la espuma y menor contenido calórico. 
SI NO ?
1
 NO NO 
Liu et al., 
2009 
Tabla 3. Breve descripción de algunas manipulaciones genéticas realizadas en levaduras industriales mediante técnicas de “self-cloning”. 1. No se especifica si 
se han introducido cambios en la secuencia, pero es muy probable como consecuencia de la introducción de secuencias de corte para los enzimas de restricción. 
2. En estos casos, el marcador dominante se basa en la expresión o eliminación de genes de la misma levadura que, por lo tanto, sigue siendo manipulada 
mediante técnicas de “self-cloning”. 
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3. Evolución de las levaduras 
Como hemos visto en los apartados anteriores, en la opinión pública existe un rechazo 
general hacia la modificación de las levaduras industriales mediante técnicas de 
ingeniería genética. Sin embargo, las levaduras no son una entidad invariable en el 
tiempo, al contrario, como todos los organismos vivos evolucionan con el tiempo. El 
genoma de la levadura es una estructura dinámica, que ha sufrido innumerables cambios 
durante su evolución, aunque todavía se esté investigando sobre cuáles son los 
mecanismos moleculares responsables de dicha evolución. Se pueden deducir dichos 
mecanismos mediante la comparación de los genomas actuales de especies de levadura 
de parentesco cercano. 
La secuenciación del genoma de Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al., 1996), junto 
con el proyecto Génolevures, en el que se han determinado hasta la fecha las secuencias 
genómicas completas de 9 especies y las secuencias genómicas parciales de otras 9 
especies de levaduras pertenecientes a la clase de los hongos hemiascomicetos (Dujon et 
al., 2004; Martin et al., 2011; Sherman et al., 2004; Sherman et al., 2009), y el proyecto 
Saccharomyces Genome Resequencing Project en el que se ha secuenciado el genoma 
de varias cepas de S. cerevisiae y S. paradoxus, han proporcionado valiosos 
instrumentos para el estudio filogenético de la evolución de las levaduras.  
A día de hoy se cree que el genoma actual de las levaduras modernas procede de un 
antiguo fenómeno de duplicación de su genoma o parte del mismo. Además, fenómenos 
como las duplicaciones subteloméricas aumentaron ulteriormente el número de copias 
de determinados genes. La aneuploidía es otro mecanismo de aumento o pérdida de 
cromosomas, y reorganizaciones del genoma como inversiones y translocaciones han 
sido frecuentes en la historia evolutiva. También la HGT ha podido haber ocurrido, 
aunque sea bastante raro, en levaduras. Los genes duplicados han seguido diferentes 
destinos, como la acumulación de mutaciones, que llevan a la aparición de nuevas 
funciones o a la inactivación de dichos genes duplicados, y a la eliminación de gran 
parte de ellos. En la Figura 3 se representa esquematicamente los fenómenos que han 
contribuido a la formación de los genomas de las levaduras actuales. Este proceso no se 
ha detenido, sino que las levaduras continúan evolucionando con el fin de utilizar 
completamente el potencial nutritivo de los diferentes ambientes o nichos ecológicos 
que les rodean.  
 





Figura 3. Representación esquemática de los fenómenos que han contribuido a la formación de 
los genomas de las levaduras modernas (Liti et al., 2005). 
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3.1. La duplicación total del genoma como sistema de 
diferenciación y evolución en la levadura 
Wolfe y Shields (1997) sugirieron una hipótesis revolucionaria sobre el origen del 
genoma actual de las cepas de S. cerevisiae. Propusieron que el genoma actual de S. 
cerevisiae se originó a partir de un antiguo fenómeno de duplicación de todo el genoma 
(WGD, del inglés Whole Genome Duplication) y una posterior evolución caracterizada 
por la pérdida de parte de los genes duplicados y por algunas reorganizaciones 
cromosómicas. Este fenómeno podría explicar el alto grado de redundancia que muestra 
el genoma de S. cerevisiae que consta de repeticiones de genes casi o totalmente 
idénticos, casos de genes que presentan homología parcial y tienen funciones iguales o 
distintas y, finalmente, duplicaciones de regiones enteras de cromosomas donde los 
genes están dispuestos normalmente en el mismo orden y orientación en los dos 
cromosomas. Una serie de continuas duplicaciones de pequeñas regiones o de 
cromosomas enteros podría dar como resultado una configuración del genoma similar a 
la postulada por Wolfe y Shields (Llorente et al., 2000). Sin embargo, la hipótesis del 
WGD ha sido confirmada por otros trabajos (Wong et al., 2002; Langkjaer et al., 2003; 
Kellis et al., 2004; Dietrich et al., 2004; Cliften et al., 2006).  
La duplicación de genes es un conocido método de evolución para la adquisición de 
nuevas funciones sin perder las antiguas, ya que los genes duplicados proporcionan 
materia prima genética para la aparición de nuevas funciones a través de las fuerzas de 
la mutación y de la selección natural (Magadum et al., 2013), permitiendo la adaptación 
de la levadura a nuevos entornos. 
Sorprendentemente, en varios estudios se ha observado que en casi la totalidad de los 
genes duplicados, un paralogo ha evolucionado por lo menos un 50% más rápido que el 
otro, obteniendo una función completamente diferente con respecto al gen original 
(Kellis et al., 2004; Byrne y Wolfe 2007; Replansky et al., 2008). Por lo tanto, mientras 
que uno de los paralogos mantiene la función ancestral, el otro es libre de evolucionar 
de forma más rápida. Este fenómeno habría sido de gran importancia, ya que se cree que 
es el responsable de muchas características de las levaduras actuales, como la capacidad 
de crecer en presencia o ausencia de oxígeno (Kwast et al., 2002), o el trasporte de la 
glucosa al interior de la célula mediante sistemas de alta o baja afinidad (Geladé et al., 
2003). 
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3.2. Las levaduras se adaptan al entorno que les rodea 
 El genoma de la levadura está sujeto a numerosos procesos dinámicos, que constan de 
duplicaciones, eliminaciones, reorganizaciones, mutaciones y conversiones de genes 
(Liti et al., 2005).  Langkjaer et al. (2000) han demostrado, comparando fragmentos de 
ADN genómico de 3 especies del género Saccharomyces con la secuencia depositada en 
la base de datos del genoma de S. cerevisiae, que los distintos cromosomas han sido 
fuertemente reorganizados durante su historia evolutiva y que inserciones o 
eliminaciones de un sólo gen o su duplicación, han jugado un papel significativo en la 
evolución de los cromosomas de levadura. Estas reorganizaciones génicas pueden haber 
sido provocadas como respuesta a situaciones de estrés continuadas y permiten la 
adaptación de las cepas de levadura a su nuevo entorno (Colson et al., 2004). De hecho, 
en dichas condiciones la evolución microbiana acumula mutaciones consecutivas que le 
confieren mejoras en sus capacidades (Dykhuizen et al., 1983).  
Adams et al. (1992) sometieron a una cepa de laboratorio a crecimiento mitótico en un 
medio con cantidades limitantes de fosfato inorgánico, hasta completar de 700 a 1000 
generaciones. Demostraron que la adaptación a este medio subóptimo fue acompañada 
por duplicaciones de amplias porciones del genoma, además de detectar a más baja 
frecuencia eliminaciones y otros tipos de eventos que conducen a la aparición de nuevos 
polimorfismos cromosómicos. Dunham et al. (2002) sometieron a una cepa a un 
período de crecimiento de 500 generaciones con limitaciones de la fuente de carbono 
(glucosa). Utilizando la técnica de Hibridación Genómica Comparativa, o CGH (del 
inglés, Comparative Genomic Hibridization) que utiliza la tecnología de las 
micromatrices de ADN, pudieron observar como algunos de los cambios cromosómicos 
se debían a amplificaciones en los transportadores de hexosas. El mismo grupo de 
investigación, utilizando varias técnicas basadas en las micromatrices de ADN, ha 
conseguido caracterizar los cambios genéticos resultantes de la adaptación de 24 cepas 
haploides y diploides de S. cerevisiae sometidas a un crecimiento durante 200 
generaciones con limitaciones de glucosa, sulfato y fosfato. Observaron que las 
duplicaciones y eliminaciones de genes, las mutaciones puntuales y las amplias 
reorganizaciones cromosómicas eran las responsables de la adaptación de las cepas a las 
mencionadas condiciones limitantes. 
Además encontraron que las cepas que se adaptaban a la limitación de sulfato poseían 
casi únicamente mutaciones en genes que codifican para transportadores de sulfato, 
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mientras que las mutaciones presentes en las cepas adaptadas a la limitación de glucosa 
y fosfato eran de las más variadas (Gresham et al., 2008). 
Un ejemplo muy claro de evolución adaptativa es el caso de Saccharomyces diastaticus, 
un contaminante habitual de los procesos industriales de fabricación de cerveza, que 
posee una glucoamilasa extracelular que le permite crecer en presencia de almidón y 
dextrinas residuales como única fuente de carbono (ver Figura 4). Las cepas amilolíticas 
de Saccharomyces son clasificadas en la moderna taxonomía como Saccharomyces 
cerevisiae o Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus, pues no son consideradas como 
especies separadas de Saccharomyces cerevisiae. La glucoamilasa extracelular que 
posee, puede ser codificada por cualquiera de los tres miembros de la familia 
multigénica denominada STA: STA1 (en el cromosoma IV), STA2 (en el cromosoma  II), 
o STA3 (en el cromosoma  XIV). Los genes STA no están presentes en la mayoría de las 
cepas de S. cerevisiae, pero están relacionados con 2 genes que sí están presentes en 
todas las cepas de S. cerevisiae: SGA1 y FLO11. De hecho, la parte final de los genes 
STA, que codifica para la porción de la proteína con actividad amilásica, es homóloga a 



















S1 S2 SGA1 
STA  Glucoamilasa STA2 Cromosoma II 
STA3 Cromosoma XIV 
STA1 Cromosoma IV 
 
Zona rica en 





Glucoamilasa intracellular, se 
expresa  durante la 
esporulación 
Figura 4. S. cerevisiae var. diastaticus: un ejemplo de evolución molecular. 
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Además, los genes STA presentan homología con otras dos regiones del gen FLO11, 
denominadas S1 y S2, y el promotor de los genes STA es también homólogo al 
promotor del gen FLO11. La fuerte homología entre los genes STA presentes en S. 
diastaticus y los genes SGA1 y FLO11 de S. cerevisiae, llevaron a Yamashita et al. 
(1987) a proponer que los genes STA proceden de un proceso de recombinación entre 
SGA1 y las regiones S2 y S1, que dio origen a un gen ancestral STA que posteriormente, 
y tras sucesivas traslocaciones cromosómicas, fue transferido a tres diferentes loci 
cromosómicos. Los genes STA pueden conferir una ventaja competitiva a las cepas que 
los poseen por cuanto permiten utilizar el almidón después que las otras fuentes de 
carbono se hayan agotado. 
 
3.3. Evolución de cepas de levaduras industriales 
Las cepas de levaduras industriales están continuamente expuestas a diferentes 
condiciones medioambientales que afectan a su viabilidad y vitalidad. Estas incluyen 
altas presiones osmóticas e hidrostáticas por el alto contenido en azúcares de los mostos 
o extractos a fermentar y las considerables alturas de los tanques de fermentación, 
respectivamente, altas concentraciones de alcohol, limitación de nutrientes, 
anaerobiosis, fluctuaciones en la temperatura, o el uso de compuestos antimicrobianos 
como el dióxido de azufre, etc. (Bauer y Pretorius, 2000). Cuando se las expone a 
condiciones lejanas a las fisiológicamente ideales como las experimentadas durante la 
fermentación, las levaduras exhiben una compleja estrategia de respuesta al estrés que 
consta de alteraciones en la transcripción y en la traducción, el acúmulo de moléculas 
protectoras frente al estrés y la activación de funciones reparadoras (Attfield, 1997; 
Brosnan et al., 2000; Carrasco et al., 2001). La eficiencia de estos procesos en una 
determinada cepa de levadura determina su supervivencia y su capacidad de rendir 
conforme a los parámetros comerciales del proceso industrial. El genoma de las cepas 
de S. pastorianus, caracterizado por ser alotetraploide, parece conferir un alto grado de 
tolerancia a los estreses experimentados durante la producción de cerveza. En efecto, 
mientras las cepas de S. pastorianus realizan eficazmente la fermentación en presencia 
de los distintos tipos de estrés antes mencionados, las cepas haploides de S. cerevisiae y 
de S. eubayanus no fermentan o difícilmente lo hacen en dichas condiciones. Por lo 
tanto, la formación de cepas híbridas es un posible mecanismo de evolución y 
adaptación de las levaduras. Además, estos híbridos adquieren propiedades de las cepas 
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parentales que la componen, por ejemplo, la tolerancia a altas concentraciones de 
glucosa y alcohol de S. cerevisiae, la tolerancia a bajas temperaturas de S. paradoxus o 
la más alta producción de compuestos aromáticos de S. bayanus (Masneuf et al., 1998). 
Las cepas de levaduras industriales como S. cerevisiae, S. pastorianus y S. bayanus son 
organismos altamente especializados que han evolucionado para utilizar completamente 
el potencial nutritivo de los diferentes ambientes o nichos ecológicos que les han sido 
proporcionados por la actividad humana. Este proceso de adaptación podría ser el 
responsable de las específicas características genéticas de las levaduras industriales, en 
particular la presencia de cromosomas altamente polimórficos. Se habla de  
polimorfismos cromosómicos cuando dos cepas de la misma especie o dos clones de la 
misma cepa presentan diferencias de tamaño y/o número de bandas cromosomales en 
sus cariotipos. Se ha demostrado que los genomas alopoliploides, característicos de las 
cepas industriales, están en continua evolución y pueden albergar una tasa más alta de 
cambios evolutivos con respecto a las cepas haploides o diploides de las cuales 
proceden, aumentando las posibilidades de evolución adaptativa (Querol y Bond, 2009). 
Como confirmación de lo dicho, se ha descrito que cepas tetraploides de S. cerevisiae 
muestran un aumento de 400 veces en la perdida de cromosomas con respecto a cepas 
diploides isogénicas (Andalis et al., 2004). Un reciente estudio sobre diversos clones 
aislados a partir de una cepa de S. pastorianus que primeramente había sido 
mutagenizada, después expuesta a altas temperaturas y finalmente sometida a 
crecimiento bajo altas concentraciones de maltosa (22%), ha revelado que a lo largo de 
dicho proceso se han desarrollado reorganizaciones, eliminaciones y amplificaciones de 
genes, algunas de las cuales son especificas para cada clon (James et al., 2008). 
En el mismo estudio se demostró que las cepas de S. pastorianus muestran un alto grado 
de plasticidad genómica y que experimentan cambios genéticos como respuesta a 
estreses ambientales. Sin embargo, los autores del estudio no observaron 
reorganizaciones genéticas durante un único proceso de fermentación del mosto, 
concluyendo que es necesario un proceso de continua selección en condiciones de estrés 
para obtener reorganizaciones estables. Aunque dichas reorganizaciones genéticas son 
un mecanismo de adaptación de la levadura a un medio hostil, muchas veces no son 
deseables industrialmente. Uno de los mecanismos responsables de la aparición de 
polimorfismos cromosómicos es el de inestabilidad cariotípica, que se basa en 
reorganizaciones cromosómicas que dan como resultado la aparición de diferentes 
polimorfismos cromosómicos entre clones de una misma cepa o entre sus derivados 
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meióticos. Estos polimorfismos son consecuencia, en muchos casos, de una adaptación 
al medio industrial y se originan, normalmente, mediante recombinación homóloga no 
alélica entre secuencias repetidas a lo largo del genoma (Querol et al., 2003). Este 
fenómeno es muy importante industrialmente, dado que una cepa con inestabilidad 
cariotípica no siempre garantiza la reproducibilidad de las características del producto 
final (Gasent-Ramirez et al., 1999). 
Algunas reorganizaciones cromosómicas quedan establecidas en una determinada cepa 
a lo largo del tiempo como resultado de una fuerte presión del medio de crecimiento 
industrial. Este es el caso detallado por Guijo et al. (1997), que encontraron polisomías 
del cromosoma XIII en levaduras vínicas de producción del vino de jerez. Este 
cromosoma contiene los genes ADH2 y ADH3 (que codifican para sendas alcohol 
deshidrogenasas), que están implicados en los procesos oxidativos del etanol durante el 
envejecimiento de estos vinos, por lo que el incremento detectado en el número de 
copias de dichos genes, posiblemente mejoraba las características industriales de la 
cepa. Codón et al. (1998) describieron una amplificación del gen SUC2 en cepas 
panaderas, concluyendo que es un mecanismo adaptativo el que confiere un mejor 
comportamiento industrial a dichas cepas. Asimismo, podría parecer sorprendente que 
los genes implicados en el transporte de azufre (SUL1-2) y amoniaco (MEP2) (Cavalieri 
et al., 2000), o en resistencia a sulfito (SSU1) (Hauser et al., 2001), se sobreexpresen en 
cepas vínicas. Sin embargo, Pérez-Ortín et al. (2002) han descrito una translocación 
recíproca entre los cromosomas VIII y XVI, dando como resultado el alelo SSU1-R (el 
gen SSU1 codifica para una bomba de sulfito localizada en la membrana plasmática y su 
sobreexpresión confiere resistencia a sulfito). En este alelo, el gen SSU1 está regulado 
por el promotor fuerte del gen EMC34 confiriendo una ventaja selectiva a la cepa en 
cuestión dadas las altas concentraciones de SO2 que se emplean en la elaboración del 
vino. El mismo grupo de investigación demostró, además, que dicha translocación está 
presente sólo en cepas vínicas, sugiriendo que el uso de dióxido de azufre en la 
producción de vino a lo largo de los siglos podría haber favorecido su selección.  
Mortimer et al. (1994) formularon el modelo del “Genome Renewal” como mecanismo 
alternativo a los procesos de recombinación mitótica. Este modelo describe como una 
cepa diploide que acumule mutaciones sucesivas puede llegar a esporular, y luego sus 
segregantes meióticos al desdoblarse bajo condiciones de crecimiento vegetativo, 
diploidizar y formar nuevos clones que pueden imponerse al resto si durante el proceso 
han adquirido alguna ventaja selectiva.  
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Además de las reorganizaciones cromosómicas, otros fenómenos han contribuido a la 
adaptación de las levaduras industriales a las severas condiciones ambientales a las 
cuales están sometidas. El análisis de las secuencias del genoma de varias cepas de 
levaduras de diferentes orígenes ha mostrado que el polimorfismo de nucleótido simple 
podría ser la principal fuente de variación del fenotipo (Liti et al., 2009; Shacherer et 
al., 2009). Borneman et al. (2008) secuenciaron el genoma de una cepa vínica y 
compararon la secuencia obtenida con la secuencia de la cepa de laboratorio S288c. 
Observaron que mientras había la conservación de parte de la secuencia, habían varias 
regiones que mostraban un elevado número de cambios en forma de polimorfismo de 
nucleótido simple y en el número y localización de los elementos Ty. Además 
encontraron regiones de ADN específicas de la cepa secuenciada. Postularon que los 
cambios encontrados eran los responsables de la diversificación y la especialización de 
las cepas vínicas, aunque es necesaria la secuenciación de más cepas de S. cerevisiae 
para identificar aquellas variaciones genéticas que son más determinantes en la 
separación fenotípica entre las cepas vínicas y las otras cepas de S. cerevisiae.  
Aunque sea bastante raro, la HGT puede haber contribuido a la evolución de las cepas 
de levadura industrial. Novo et al. (2009), comparando la secuencia genética de la cepa 
vínica EC1118 con la secuencia de la cepa de referencia S288c, observaron que la cepa 
vínica posee 3 regiones del genoma características que la hacen diferenciar fuertemente 
de otras cepas de S. cerevisiae. Una de estas 3 regiones, que incluyen 34 genes 
implicados en funciones claves en la fermentación del mosto a vino, procede de una 
especie cercana al genero Saccharomyces, mientras que las otras 2 regiones tienen un 
origen distinto. En particular identificaron a Zygosaccharomyces bailii, un contaminante 
habitual de las fermentaciones vínicas, como una de las especies donantes. Concluyeron 
que el genoma de las levaduras vínicas está sujeto a una constante renovación a través 
de la aportación de genes exógenos procedentes principalmente de especies presentes en 
el proceso fermentativo. 
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El presente trabajo surge sobre la premisa que el desarrollo y la aplicación de la 
biotecnología en el campo agroalimentario va a contribuir decisivamente en la 
implantación y mejora de la calidad de las nuevas generaciones de los alimentos que 
consumiremos. Este enfoque no sólo es coherente con las líneas prioritarias marcadas 
por los organismos nacionales y europeos que definen las políticas de investigación (ver 
http://ec.europa.eu/languages/news/pdf/fp7-factsheets_es.pdf), sino que refleja las cada 
vez mayores implicaciones sociales y económicas que la aplicación de la biotecnología 
y la bioingeniería tienen y tendrán en un ámbito de tanta trascendencia como es el 
campo de la alimentación humana. 
Mediante esta Tesis Doctoral se intenta demostrar y desarrollar un nuevo concepto 
sobre el uso de las técnicas de biología molecular en la obtención de levaduras con 
determinadas características de interés industrial, proporcionando un enfoque 
alternativo para soslayar las conocidas reticencias que pesan sobre los OMG y frenan su 
aplicación en la tecnología de alimentos. La idea básica es simple y se basa en imitar a 
la propia naturaleza en su constante evolución, pero acelerando y dirigiendo el proceso 
evolutivo con el objeto de seleccionar en un corto periodo de tiempo aquellos cambios 
genéticos que específicamente hayamos diseñado a escala molecular. 
Así pues, el objetivo fundamental del proyecto se centra en el desarrollo de una 
metodología, que utiliza un conjunto de reacciones de PCR, encadenadas en una 
secuencia determinada, con el objetivo de fusionar en el tubo de ensayo, mediante un 
diseño adecuado de los cebadores de las reacciones de PCR, diversos elementos génicos 
(promotores, secuencias señal, pautas de lectura abierta, marcadores dominantes, 
secuencias de integración, etc.) procedentes de la misma levadura que se va a 
evolucionar, reorganizándolos de manera que sus niveles de expresión, localización 
celular o regulación respondan a un determinado cambio genético que específicamente 
hayamos diseñado a escala molecular. Por lo tanto, dicho cambio genético se podría 
haber efectuado espontáneamente por la levadura en su entorno natural en presencia de 
determinadas condiciones de selección, pero mediante esta metodología lo que se 
consigue es acelerar el proceso evolutivo. La demostración de esta novedosa 
metodología se ha realizado mediante la construcción e integración cromosómica de un 
casete de selección que contenga un gen marcador dominante, fácilmente seleccionable 
y procedente del genoma de la propria cepa de levadura industrial a evolucionar. En 
concreto, nos proponemos obtener, sólo mediante reacciones de PCR, una construcción 
que, posteriormente a su inserción cromosómica mediante recombinación homóloga, 
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sustituirá al promotor original del gen YAP1 por un promotor fuerte de un gen de la ruta 
de la glicólisis, el promotor del gen PGK1.  
Una vez alcanzado dicho objetivo primordial, se utilizará la misma metodología para 
abordar como segundo objetivo el desarrollo de nuevas estirpes de levaduras 
industriales con mejoras en determinadas características que resulten relevantes o de 
interés en los procesos en que se empleen. En concreto se plantea el desarrollo de 3 
tipos de levadura: una levadura de producción de cerveza tipo lager con baja producción 
de diacetilo; una levadura industrial con alta actividad pectinolítica para su uso en la 
producción de bioetanol a partir de residuos cítricos; una levadura vínica con una mejor 
tolerancia frente a bajas temperaturas. Así, por construcción e integración cromosómica 
en las cepas industriales, de fragmentos de fusión obtenidos a partir de diversos 
elementos génicos se modificarán los niveles de expresión de determinados genes 
responsables del fenotipo que se quiera modificar. 
Las técnicas de ingeniería genética basadas en las reacciones de fusión de fragmentos de 
ADN mediante PCR, han sido amplia y muy recientemente descritas en la bibliografía y 
empleadas en el análisis funcional del genoma de Saccharomyces cerevisiae. No 
obstante, su aplicación al desarrollo de nuevas cepas de levaduras industriales es 































 MATERIALES Y MÉTODOS                                                                                     63                                                                                     
1. Reactivos y material biológico 
 
1.1. Reactivos 
Los reactivos y kits específicos de biología molecular se encuentran descritos junto con 
cada una de las técnicas o protocolos en los que se utilizan, mientras que los reactivos 
químicos generales se detallan en el Anexo 1. 
 
1.2. Cepas de levadura 




Cepa Descripción/Genotipo Referencia 
   
W303-1A Levadura de laboratorio Saccharomyces cerevisiae, MATa {leu2-3,112, 
trp1-1, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11,15}[PHI
+




WT-410 Cepa W303-1A donde se ha sustituido el promotor del gen YAP1 por el 
promotor del gen PGK1.  
Este trabajo 
WPI8 Cepa W303-1A que contiene un marcador dominante de selección basado 
en la sobreexpresión del gen YAP1 y donde se ha sustituido el promotor del 
gen ILV5 por el promotor del gen PGK1.  
Este trabajo 
WTP6 Cepa W303-1A que contiene un marcador dominante de selección basado 
en la sobreexpresión del gen YAP1 y donde se ha sustituido el promotor del 
gen PGU1 por el promotor del gen TDH3.  
Este trabajo 
WPP45 Cepa W303-1A que contiene un marcador dominante de selección basado 
en la sobreexpresión del gen YAP1 y donde se ha sustituido el promotor del 
gen PGU1 por el promotor del gen PGK1.  
Este trabajo 
WDINP6 Cepa W303-1A donde se ha inactivado el gen INP51 mediante inserción en 
la ORF del mismo de un marcador dominante basado en la sobreexpresión 
del gen YAP1.  
Este trabajo 
Tabla 4. Cepas de levadura utilizadas en esta Tesis. Las nuevas levaduras, bien de laboratorio o 
industriales procedentes de una misma cepa parental (indicadas en negrita) se agrupan dentro de 
un mismo marco coloreado. 
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Cepa Descripción/Genotipo Referencia 
   
S1 Levadura industrial Saccharomyces pastorianus empleada para la 
fabricación de cerveza tipo lager.  
Villa et al., 
1995 
S1-3T Cepa S1 donde se ha sustituido una copia del promotor del gen YAP1 por el 
promotor del gen PGK1.  
Este trabajo 
S1-PI6 Cepa S1 que contiene un marcador dominante de selección basado en la 
sobreexpresión del gen YAP1 y donde se ha sustituido una copia el 
promotor del gen ILV5 por el promotor del gen PGK1. 
Este trabajo 
S1-PI6PO Cepa S1 donde se ha sustituido una copia del promotor del gen ILV5 por el 
promotor del gen PGK1. 
Este trabajo 
   
M69 Levadura industrial Saccharomyces cerevisiae, empleada para la 
fabricación de vinos blancos. 
Lalvin M69, 
Lallemand  
M69-DI1 Cepa M69 donde se ha inactivado una copia del gen INP51 mediante 
inserción en la ORF del mismo de un marcador dominante basado en la 
sobreexpresión del gen YAP1. 
Este trabajo 
M69-DI6 Cepa M69 donde se han inactivado dos copias del gen INP51 mediante 
inserción en la ORF del mismo de un marcador dominante basado en la 
sobreexpresión del gen YAP1. 
Este trabajo 
   
CECT 
1926 
Levadura industrial Saccharomyces bayanus, Saccardo (1895), aislada 
de Coca-Cola contaminada. 
NCYC 686 
1926-TP6 Cepa 1926 que contiene un marcador dominante de selección basado en la 
sobreexpresión del gen YAP1 y donde se ha sustituido una copia del 
promotor del gen PGU1 por el promotor del gen TDH3.  
Este trabajo 
1926-12T Cepa 1926 que contiene un marcador dominante de selección basado en la 
sobreexpresión del gen YAP1 y donde se ha sustituido una copia del 




Cepa 1926 donde se ha sustituido una copia del promotor del gen PGU1 por 
el promotor del gen PGK1. 
Este trabajo 
Tabla 4. (Continuación) 
 
1.3. Cepas de Escherichia coli 
Se utilizó la cepa de Escherichia coli DH5supE44 lacU169 (80lacZM15) 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1relA1) (Hanahan, 1983) como huésped para la 
realización de los clonajes que se presentan en esta Tesis. 
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1.4. Plásmidos 
La relación de plásmidos utilizados o construidos en este trabajo se describe en la Tabla 
5: 
 
Plásmido Descripción Referencia 
pYPGE15 
Vector episomal de expresión en levadura capaz de replicarse en 
E. coli. Contiene el marcador auxotrófico para levadura URA3, 
el gen bla que confiere resistencia a ampicilina en E. coli y el 




Plásmido pYPGE15 con un inserto SmaI de 2046 pb que 
contiene el gen YAP1 bajo control del promotor del gen PGK1.  
Este trabajo 
Tabla 5. Plásmidos utilizados en este trabajo 
 
2. Medios de cultivo, condiciones de crecimiento y de 
conservación de los microorganismos 
A continuación, se presenta un listado de los diferentes medios de cultivo utilizados, así 
como las cantidades necesarias en gramos para preparar un litro de cada uno de dichos 
medios y, entre paréntesis, la concentración (en porcentaje peso/volumen) de cada 
componente en la mezcla final (Burke et al., 2000). 
Para la preparación de medio líquido no se añadió agar a la mezcla de componentes.  
 
2.1. Medios de cultivo de levaduras 
Los cultivos de levaduras se incubaron a 30 ºC. Los medios líquidos se mantuvieron en 
agitación a 200 r.p.m. en un agitador orbital “C25 Incubator Shaker” (New Brunswich 
Scientific, EE. UU.). Los medios de cultivo utilizados fueron: 
- Medio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose): este es un medio de uso rutinario que 
aporta todos los nutrientes necesarios para que la levadura crezca. Su composición 
es la siguiente: 
Extracto de levadura  10 g (1%, p/v) 
Peptona  20 g (2%, p/v) 
Glucosa  20 g (2%, p/v) 
Agar bacteriológico  20 g (2%, p/v) 
H2O bidestilada c.s.p. 1 l  
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 Medio rico con drogas: Para medir la resistencia a cicloheximida y cerulenina de las 
cepas salvajes y de los transformantes se han utilizado placas de YPD con diversas 
concentraciones de dichas drogas. Para la preparación de los medios de cultivo 
selectivos, las drogas han sido añadidas siempre después de la esterilización de 
dichos medios. Las soluciones stock de dichas drogas han sido preparadas de la 
siguiente forma: cicloheximida 10 mg/ml en etanol y cerulenina 5 mg/ml en etanol. 
Ambas disoluciones se conservan en el congelador a -20 ºC. 
- Medio rico con triptófano (YPDT): Se trata del medio YPD ya descrito 
anteriormente pero ajustando a un volumen final de 750 ml a los que, una vez 
esterilizados, se añadieron 250 ml de una solución de triptófano de 8 mg/ml 
preesterilizada mediante un sistema de filtración modelo “MF75” (0,45 µm de 
tamaño de poro) de la marca Nalgene® Labware (Thermo Fisher Scientific, EE. 
UU.). La cantidad final de triptófano añadido al medio fue del 0,2% (p/v). 
- Medio rico con fosfato 10 mM: Se prepara del mismo modo que el YPD, sólo que 
ajustando a un volumen final de 900 ml para, tras un ciclo de autoclave, adicionar 
100 ml de una solución de tampón fosfato sódico a pH 5,8 y de concentración 100 
mM, previamente esterilizado, con lo que la cantidad final de fosfato añadida al 
medio es de 10 mM.  
- Medio rico con triptófano 0,2% (p/v) y fosfato 10 mM: Se trata de medio YPD al 
que se le adicionó triptófano como en el medio YPDT y fosfato como en el medio 
anterior. 
- Medio Mínimo (SD): Este medio se compone de base nitrogenada para la levadura 
(YNB, del inglés Yeast Nitrogen Base) sin aminoácidos y con sulfato amónico, 
suplementado con glucosa. El medio SD tiene muy poca capacidad tamponante y, 
aunque el pH inicial se encuentra alrededor de 5,5, el pH del medio va cayendo a lo 
largo del crecimiento. Por tanto, para obtener un crecimiento óptimo es aconsejable 
tamponarlo mediante la adición de un tampón ácido succínico-Tris 0,5 M pH 5,5 (59 
g de ácido succínico en 1L de agua y se ajusta el pH a 5,5 con Tris), que se añade 
hasta una concentración final de 50 mM. A este medio mínimo se le añadieron los 
requerimientos auxotróficos propios de la cepa W303, excepto el aminoácido 
uracilo, cuya auxotrofía queda complementada por la presencia del plásmido 
pYPGE15. El medio resultante se denomina SD-Ura. La adenina y los aminoácidos 
leucina e histidina fueron esterilizados mediante un ciclo de autoclave, mientras que 
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el triptófano fue preesterilizado por filtración. Para la preparación de este medio, en 
primer lugar se autoclavó el agua junto con el agar, en la siguiente proporción: 
 
Agar bacteriológico  20 g (2%, p/v) 
H2O bidestilada 640 ml  
 
Una vez esterilizado se añadieron las siguientes soluciones preesterilizadas: 
 
Glucosa 20%, p/v 100 ml (2%, p/v) 
YNB 7% sin aminoácidos 






Tris 0,5 M pH 5,5  
100 ml 
 
Adenina sulfato 0,2%, p/v 10 ml (0,002%, p/v) 
Histidina 0,2%, p/v 10 ml (0,002%, p/v) 
Leucina 1%, p/v  10 ml (0,01%, p/v) 
Triptófano 0,2%, p/v 10 ml (0,002%, p/v) 
 
 
- Medio YPG (Yeast extract Peptone Glycerol): Este es un medio complejo que 
contiene una fuente de carbono no fermentable (glicerol) que no permite el 
crecimiento de levaduras con deficiencia respiratoria. Su composición es la 
siguiente: 
 
Extracto de levadura  10 g (1%, p/v) 
Peptona  20 g (2%, p/v) 
Glicerol  30 ml (3%, v/v) 
Agar bacteriológico  20 g (2%, p/v) 
H2O bidestilada c.s.p. 1 l  
 
- Medio definido con ácido poligalacturónico 2% (p/v) (YPA): Este medio se utilizó 
para la determinación en placa de la actividad endopoligalacturonasa de cepas de 
levaduras industriales. 
Para la preparación de este medio, en primer lugar se autoclavó en un erlenmeyer 
parte del agua junto con el agar en la siguiente proporción: 
  
 
Agar bacteriológico 15 g (1,5%, p/v) 
H2O bidestilada 360 ml  
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Al mismo tiempo se autoclavó en otro erlenmeyer la parte restante del agua para 
obtener 1 l de medio, junto con el ácido poligalacturónico (se había disuelto con 
anterioridad en la misma agua mediante agitación y calentamiento a 90 ºC) en la 





Una vez preparados, se mezcló el contenido de cada uno de los dos erlenmeyers y se 
vertió el medio resultante en placas Petri.  
- Medio sintético con ácido poligalacturónico (2% p/v) (SDPA): Este medio se utilizó 
para la determinación en placa de la actividad endopoligalacturonasa de la cepa 
W303-1A y de sus transformantes. Se prepara del mismo modo que el medio 
descrito en el apartado anterior, pero ajustando el erlenmeyer conteniendo el agar a 
un volumen final de 310 ml a los que, una vez esterilizados, se añadieron 10 ml de 
disoluciones de cada uno de los requerimientos auxotróficos propios de la cepa 
W303-1A preparados a una concentración 100 veces superior a la que finalmente 
presenta el medio final y que son iguales a las descritas para el medio mínimo SD.  
- Licor obtenido de residuos de cítricos: Se ha obtenido mediante prensado de las 
cortezas y bagazos de naranja y se ha utilizado como medio de cultivo para la cepa 
CECT 1926. Las cortezas y bagazos de naranja proceden del residuo que se obtiene 
tras la extracción del zumo de naranja mediante un extractor de copas industrial 
(extractor Fomex de la empresa Fomesa, Valencia, España). Para la obtención del 
licor, antes del prensado del residuo se trató con hidróxido de calcio al 0,3% (p/p), 
removiéndose la mezcla durante 20 min. Una vez transcurrido el tiempo de 
mezclado, el material se prensó dos veces consecutivas en una prensa neumática (3 
Kg/m
2
 de presión durante 7 minutos) y se recogió el líquido que sale de la prensa. A 
continuación se resumen las características del licor que se ha utilizado en esta 
Tesis. 
 
Glucosa 20% 25 ml (0,5%, p/v) 
YNB 7% sin aminoácidos 




Ácido poligalacturónico  20 g (2%, p/v) 
H2O bidestilada 480 ml  




Azúcares mayoritarios (g/l) 
Glucosa Fructosa Sacarosa Total 










- Mosto industrial obtenido de malta al 100%. Ha sido proporcionado por la empresa 
Heineken España, S. A., siendo elaborada en su factoría de Valencia y se ha 
utilizado como medio de crecimiento en la determinación de los mutantes 
deficientes en respiración y en la prueba de fermentación con levaduras cerveceras 
evolucionadas para disminuir su producción de diacetilo. 
 
2.2. Medios de cultivo de bacterias 
Los cultivos líquidos de E. coli se incubaron a 37 ºC y 200 r.p.m. de agitación orbital. 
Los cultivos sólidos se incubaron en estufa a 37 ºC. Los medios utilizados fueron: 
- Medio LB: (Luria-Bertani) Se trata de un medio complejo utilizado para el 
crecimiento de E. coli. Su composición es la siguiente: 
 
Triptona          10 g (1%, p/v) 
Extracto de levadura           5 g (0,5%, p/v) 
NaCl         10 g (1%, p/v) 
Agar bacteriológico         20 g (2%, p/v) 
Ajustar el pH a 7,0 con NaOH 5 N   
H2O bidestilada c.s.p. 1 l  
 
Para el crecimiento de bacterias transformadas con plásmidos que confieren resistencia a 
antibióticos de tipo beta-lactámico, se añadió ampicilina al medio LB a una 
concentración final de 100 µg/ml. 
- Medio SOB: Éste fue el medio de cultivo utilizado para el crecimiento de E. coli en 
la preparación de células competentes. Su composición se muestra a continuación:  
Triptona       20 g (2%, p/v) 
Extracto de levadura         5 g (0,5%, p/v) 
NaCl      0,5 g (0,05%, p/v) 
KCl 250 Mm     10 ml 2,5 mM 
Ajustar el pH a 7,0 con NaOH 5 N   
H2O bidestilada c.s.p. 1 l  
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Antes de su utilización se añadieron 5 ml de una solución estéril de MgCl2 2 M. 
- Medio SOC: Éste medio es idéntico al medio SOB, excepto que, tras su 
esterilización en el autoclave, se añadió glucosa hasta una concentración final igual a 
20 mM. Se utilizó para facilitar la recuperación de las bacterias después de haber 
sido transformadas. 
 
2.3. Conservación de las cepas utilizadas 
Para su almacenamiento a largo plazo, las cepas se mantuvieron a -80 ºC en microviales 
estériles de 2 ml, con una concentración final de glicerol estéril al 15% (v/v). Para el uso 
diario y continuo de las cepas, se conservaron en medio sólido almacenado en nevera 
durante un mes. 
  
3. Técnicas de biología molecular 
 
3.1. Obtención y purificación de ADN genómico de levadura 
Se partió de un cultivo de la cepa de levadura cuyo ADN genómico se va aislar y que 
previamente se había inoculado en 2 ml de medio YPD y se había crecido durante 24 
horas a 30 °C en un agitador orbital a 240 r.p.m. El aislamiento y purificación del ADN 
se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por Green y Sambrook (2012) basado en 
la digestión de la pared celular con la enzima Zimoliasa 20T (Seikagaku Corporation, 
Japan), y una lisis posterior del esferoplasto resultante con dodecil sulfato sódico. 
Además, se incorporaron las modificaciones realizadas por Lee (1992) para evitar que 
posibles inhibidores de enzimas se aíslen junto con el ADN. 
 
3.2. Obtención de ADN plasmídico de E. coli 
Dependiendo del propósito del aislamiento se utilizaron tres protocolos alternativos.  
En el caso de que el fin fuera la preparación y la purificación de los plásmidos 
pYPGE15 y pYPGE15+YAP1 o la secuenciación de este último, se hizo uso del 
protocolo facilitado por el fabricante del kit, “Pure Link™ Quick Plasmid Miniprep Kit” 
(Invitrogen Corporation, EE. UU.). 
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Para utilizar el plásmido con otros propósitos, tales como digestión con enzimas de 
restricción, se realizaron las “minipreparaciones” del ADN plasmídico por el método de 
ebullición (Holmes y Quigley, 1981).  
Por último, para utilizar el plásmido en la transformación de las cepas de levaduras 
industriales, se realizaron las “maxipreparaciones” del ADN plasmídico mediante lisis 
alcalina con dodecil sulfato sódico (Green y Sambrook, 2012) y se purificó el ADN 
plasmídico así obtenido mediante el kit “Wizard Plus Maxipreps DNA Purification 
System” (Promega Corporation, Madison, WI, EE. UU.).  
 
3.3. Construcción del plásmido pYPGE15+YAP1 
A partir del ADN genómico de la cepa S1, se amplificó por PCR un fragmento de 2.046 
pares de bases (pb) conteniendo la pauta de lectura abierta del gen YAP1 y se clonó 
dicho fragmento en el plásmido multicopia pYPGE15 bajo control del promotor del gen 
PGK1 contenido en dicho plásmido. 
Para la amplificación del fragmento conteniendo el gen YAP1 se utilizaron los cebadores 
YAPPARTD y YAPR cuya secuencia y programa de amplificación se describen en las 
Tablas 6 y 7. Se utilizaron 2,5 unidades de la ADN polimerasa termoestable denominada 
“Pwo DNA Polymerase” (Roche Diagnostics GmbH, Alemania), empleando como 
tampón de reacción el proporcionado por el fabricante de la enzima y añadiéndole 
sulfato magnésico hasta una concentración final de 2 mM. Dicha enzima deja extremos 
romos en los productos amplificados, de tal forma pueden ser directamente utilizados 
para la ligación. El fragmento obtenido se purificó según lo descrito en el apartado 3.4. 
y finalmente se cuantificó conforme a lo indicado en el apartado 3.7. 
Por otro lado, el vector pYPGE15 se preparó y purificó mediante el kit descrito en el 
apartado 3.2. y, finalmente, se cuantificó. El plásmido obtenido se digirió con la 
endonucleasa de restricción SmaI (Fermentas International Inc., Canada) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Tras la digestión del vector, éste se trató con fosfatasa 
alcalina procedente de gamba (Fermentas International Inc., Canada) para desfosforilar 
sus extremos, añadiendo 0,4 unidades de enzima por cada picomol de extremos 5’ en el 
ADN del vector linearizado e incubando durante 1 hora a 37 ºC. De esta forma se 
intentó minimizar la recircularización del vector durante la ligación posterior. La 
fosfatasa alcalina se inactivó calentando 15 minutos a 65 ºC. 
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Tabla 6. Secuencias de los cebadores utilizados en esta Tesis. En negrita se indican los nucleótidos 
añadidos que no hibridan con el ADN molde y que sirven para la adición de zonas de solapamiento 
con otros fragmentos que se quieren fusionar. Subrayados se indican los nucleótidos que hibridan 
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Nombre del cebador Secuencia del cebador (5’  3’) 
Tabla 6. (Continuación)  
 
Finalmente se realizó una extracción con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), 
seguida de una precipitación estándar con etanol (Green y Sambrook, 2012). 
En la reacción de ligación se mezclaron 244 ng de inserto y la cantidad suficiente del 
vector linearizado y desfosforilado para alcanzar una proporción, en cuanto al número 
de moles, de 3:1 entre el inserto y el vector. En el mismo tubo de reacción se añadieron 
0,3 unidades Weiss de la enzima ADN ligasa del bacteriófago T4 (Roche Diagnostics 
GmbH, Alemania), el tampón suministrado por el propio fabricante y agua bidestilada 
hasta un volumen final de 7,5 µl. La reacción se llevó a cabo a 16 ºC durante 15 horas. 
Como control de la capacidad de recircularización del vector se realizó una reacción de 
ligación paralela en la que el inserto se omitió. A continuación se procedió a realizar la 
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4.2. del presente capítulo. Una vez recogidos los transformantes se aisló el ADN 
plasmídico por el método descrito en el apartado 3.2. Tras obtener los plásmidos, se 
comprobó la presencia del inserto mediante la digestión con las enzimas de restricción 
BamHI y KpnI (Fermentas International Inc., Canada), verificando en un gel de agarosa 
la presencia de las bandas de ADN con los pesos moleculares correspondientes, que son 
respectivamente 187 pb y 8.259 pb en el caso de la digestión con BamHI y 8.063 pb y 
383 pb en el caso de la digestión con KpnI. El plásmido obtenido se secuenció con los 
cebadores YAPPARTD, YAPINT1R y YAPR, para comprobar que el inserto no 
presentaba ningún cambio con respecto a la secuencia original. 
 
3.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR): generalidades 
Esta metodología se utilizó para alcanzar los siguientes objetivos:  
1) amplificación del gen YAP1 de la cepa S1 para su posterior clonación en el plásmido 
pYPGE15. 
2) a partir del ADN genómico de las cepas industriales S1, CECT 1926 y M69, 
amplificación de fragmentos conteniendo zonas del genoma cuyas secuencias se querían 
conocer. En el caso de la cepa S1, se amplificó un fragmento conteniendo el gen YAP1 y 
su promotor, otro fragmento conteniendo el promotor y el principio del gen de la 
fosfogliceroquinasa (PGK1) y un último fragmento conteniendo el gen ILV5 y su 
promotor. En el caso de la cepa CECT 1926, se amplificó un fragmento conteniendo el 
gen PGU1 y su promotor y un fragmento conteniendo el promotor del gen TDH3. Por 
último, para la cepa M69 se amplificó un fragmento conteniendo el gen INP51 y su 
promotor. En la Tabla 8 se indican los cebadores y el programa utilizado para cada 
amplificación, así como los cebadores empleados en la verificación por secuenciación 
de los fragmentos amplificados. 
3) construcción de fragmentos mediante reacciones de amplificación y fusión por PCR 
(en la Tabla 7, se indican las reacciones de PCR empleadas para la obtención de los 
fragmentos). Dichos fragmentos se construyeron de forma que se integraran en el ADN 
genómico de las levaduras mediante recombinación homóloga.  
4) determinación de la correcta integración de los fragmentos en el ADN genómico de 
los transformantes. En la Tabla 9 se indican las características de las reacciones de 
amplificación y el tamaño de los productos de PCR obtenidos para cada una de las cepas 
analizadas.  
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Para productos inferiores a los 5.000 pb (excepción hecha de la amplificación del gen 
YAP1 para su clonación en plásmido pYPGE15), las reacciones de PCR se efectuaron en 
50 µl de volumen final, utilizando una mezcla de ADN polimerasas termoestables que 
se comercializa bajo la denominación “Expand High Fidelity PCR System” (Roche 
Diagnostics GmbH, Alemania). En cada reacción se añadieron 1,3 unidades de enzima 
utilizando como tampón de reacción el proporcionado por el fabricante de dicha enzima 
y añadiéndole cloruro magnésico hasta una concentración final de 1,5 mM. Los 
desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs) utilizados son los denominados “Pure 
Extreme™ dNTPs” (Fermentas International Inc.), cuya concentración final en el 
ensayo era, para cada uno de ellos, 0,2 mM.  
Para productos superiores a los 5.000 pb, las reacciones de PCR se efectuaron en 25 µl 
de volumen final, utilizando una mezcla de ADN polimerasas termoestables que se 
comercializa bajo la denominación “Expand 20 kb
PLUS
 PCR System” (Roche 
Diagnostics GmbH, Alemania). En cada reacción se añadieron 1,25 unidades de enzima 
utilizando como tampón de reacción el proporcionado por el fabricante de dicho 
producto y añadiéndole cloruro magnésico hasta una concentración final de 2,75 mM. 
Los dNTPs utilizados fueron los denominados “Pure Extreme™ dNTPs” (Fermentas 
International Inc.), cuya concentración final en el ensayo era, para cada uno de ellos, 0,5 
mM.  
En todas las reacciones de PCR, la concentración final en el tubo de reacción de cada 
uno de los cebadores, directo y reverso, fue de 300 nM. Todos los cebadores han sido 
diseñados mediante el programa informático Primer Premier 5 (Premier Biosoft 
Internacional, California) y su secuencia se muestra en la Tabla 6. Las reacciones de 
PCR se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf AG, 
Alemania). 
En todos los casos, una vez completado el número de ciclos necesarios para obtener el 
fragmento, se realizó una extensión final de una duración comprendida entre 3 y 6 
minutos (dependiendo del tamaño final del fragmento) para, finalmente, enfriar y 
mantener la mezcla de reacción a 4 ºC hasta su posterior análisis mediante electroforesis 
en un gel de agarosa. 
En el caso de las reacciones de fusión (mediante la metodología conocida en la literatura 
como “overlap extensión”), se realizó una primera reacción de extensión por PCR sin 
añadir cebadores y utilizando los fragmentos que sirven de molde como megacebadores. 
















65,3 ºC 72 ºC, 150 s 30 




























50 ºC sin cb  
57 ºC con cb 









51 ºC sin cb 
62 ºC con cb 
72 ºC, 120 s 
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62 ºC 72 ºC, 70 s 30 




















56 72 ºC, 130 s 35 






51 ºC sin cb 
 58 ºC con cb 









51 ºC sin cb 
57 ºC con cb 
68 ºC, 180 s 
16 
25 
Tabla 7. Condiciones de las reacciones de amplificación por PCR de los fragmentos utilizados 
en las distintas construcciones realizadas. En cada marco coloreado se agrupan las reacciones de 
PCR necesarias para una determinada construcción: verde, pYPGE15+YAP1; azul, 
sobrexpresión del gen YAP1 en la cepa S1; morado, sobreexpresión del gen PGU1 en la cepa 
CECT 1926; rojo, sobreexpresión del gen ILV5 en la cepa S1; naranja, deleción del gen INP51 
en la cepa M69.  El sombreado distingue las reacciones de fusión por PCR de las reacciones de 
amplificación. La presencia de * indica que la misma reacción de PCR se ha utilizado en otra 
construcción. El color de * indica en qué construcción se ha utilizado. cb = cebadores. 













51 ºC sin cb 
57 ºC con cb 
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57 ºC 68 ºC, 420 s 23 




























60 ºC 72 ºC, 120 s 30 
Tabla 7. (Continuación) 
 
 













55 ºC sin cb 
55 ºC con cb 









55 ºC sin cb 
57 ºC con cb 









55 ºC sin cb 
60 ºC con cb 
68 ºC, 390 s 
15 
25 
Tabla 7. (Continuación) 
 
Se efectuaron un mínimo de 11 ciclos, suficientes para fusionar entre ellos los 
fragmentos obteniendo un único molde. En cada reacción se utilizaron cantidades 
equimolares de los 2 fragmentos a fusionar. A continuación, en el tubo resultante de la 
reacción realizada en la etapa precedente, se añadieron 10 picomoles de cada uno de los 
cebadores (directo y reverso) y se procedió de la misma forma que en una PCR 
convencional. 
En el caso de la técnica conocida como “colony PCR”, se aplicaron unas condiciones de 
reacción (en lo que se refiere a la duración del período de desnaturalización inicial del 
ADN molde, a la temperatura de hibridación y al número total de ciclos) un poco 
diferentes a las explicadas anteriormente. De hecho, dichas reacciones se caracterizan 
por un período de desnaturalización inicial del ADN molde de 4 minutos, de una 
temperatura de hibridación más baja con respecto a la que permitiría la temperatura de 
fusión de los cebadores y comprendida entre 50 y 55 ºC, y por un número total de 35 
ciclos.  
Cuando ha sido necesario purificar un fragmento obtenido tras una reacción de 
amplificación por PCR, dicha purificación se ha realizado mediante el kit comercial 
denominado “UltraClean PCR Clean-up DNA Purification Kit” (MO BIO Laboratories 
Inc., EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
3.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa 
Tanto los productos de PCR, como el plásmido pYPGE15+YAP1 han sido analizados 
por electroforesis horizontal sumergida, utilizando geles de agarosa al 1% (p/v) en 
tampón borato 10 mM (obtenido por dilución de una solución stock de tampón borato 
200 mM, que se prepara a partir de una disolución de NaOH 200 mM que se lleva hasta 
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pH = 8,0 con ácido bórico) (Brody y Kern, 2004). Dicho tampón se caracteriza por tener 
una baja concentración iónica con respecto a los tampones de uso común como el 
tampón TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8,0) o el tampón TBE 1X (45 
mM Tris-borato, 1 mM EDTA pH 8,0). En consecuencia el tampón borato 10 mM 
permite utilizar altos voltajes en la electroforesis sin la generación excesiva de calor en 
los geles y consigue reducir sustancialmente el tiempo de separación de los fragmentos 
de ADN. Una vez terminada, bien la reacción de amplificación, o bien la digestión con 
enzimas de restricción, se tomó una alícuota de la mezcla de reacción y se le añadió el 
tampón de carga para ácidos nucleicos (30% (v/v) glicerol, 60 mM Tris-HCl pH 7,5, 60 
mM EDTA, 0,36% (p/v) Xileno cianol FF, 3,6% (p/v) Tartrazina) (Invitrogen 









Cebadores usados para su 
secuenciación 














52,1 ºC 68 ºC, 190 s PPGK2D; PPGK1R 
 
  














55 ºC 72 ºC, 60 s PTDH1R 
 
  







55 ºC 68 ºC, 180 s 











57 ºC 68 ºC, 270 s 
PINP1D; INP1R; PINP2D; 
INP1BD; INP2R; INP3R 
Tabla 8. Condiciones de las reacciones de amplificación por PCR de los fragmentos integrados 
en los genomas de sus correspondientes cepas y cebadores empleados posteriormente para la 
secuenciación de dichos fragmentos. En cada marco coloreado se agrupan los cebadores 
utilizados para la amplificación por PCR y la determinación de la secuencia de interés: azul, 
promotor y ORF del gen YAP1 de la cepa S1; morado, promotor y ORF del gen PGU1 y 
promotor del gen TDH3 de la cepa CECT 1926; rojo, promotor y ORF del gen ILV5 de la cepa 
S1; naranja, promotor y ORF del gen INP51 de la cepa M69.  
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Los tamaños de los fragmentos separados por electroforesis se han calculado por 
comparación de su migración con respecto a la migración de un patrón de pesos 
moleculares. Se usaron como patrones de tamaño molecular, los fragmentos generados 
al digerir el ADN del fago λ con la endonucleasa de restricción HindIII (TrackIt
TM
 λ 
DNA/HindIII Fragments, Invitrogen Corporation, EE. UU.), o un patrón de pesos 
moleculares conteniendo fragmentos que abarcan el intervalo desde 100 hasta 12.000 pb 
(TrackIt
TM
 1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen Corporation, EE. UU.), o un patrón de 
pesos moleculares conteniendo fragmentos con diferencias entre sí de 100 pares de 
bases y que abarcan el intervalo desde 100 hasta 1.500 pb (TrackIt
TM
 100 bp DNA 
Ladder, Invitrogen Corporation, EE. UU.). 
El resultado de la separación electroforética se ha visualizado sumergiendo durante 20 
minutos los geles de agarosa en una solución del fluorocromo “SYBR Gold Nucleic 
Acid Gel Stain” (Invitrogen Corporation, EE. UU.) en tampón borato 10 mM y a 
continuación, exponiendo el gel en un transiluminador de luz UV de 365 nm. Para la 
preparación del fluorocromo, se ha diluido la solución comercial del mismo 10.000 
veces en el tampón de electroforesis y se ha almacenado en oscuridad y a temperatura de 
refrigeración. El sistema de documentación digital empleado para capturar la imagen del 
gel bajo la luz UV ha sido el Gel Logic 100 de Kodak, junto con el programa 
informático Kodak 1D Image Análisis Software, versión 3.6.1. (Eastman Kodak 
Company, EE. UU.).  
 
3.6. Aislamiento de ADN a partir de geles de agarosa  
En alguna ocasión, durante la reacción de amplificación por PCR, además del fragmento 
que se quería obtener se formaba un pequeño artefacto que no se conseguía eliminar. En 
esos casos, se tuvo que recurrir a realizar una electroforesis en gel de agarosa al 1% en 
tampón TAE 1× (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) del producto final de la 
reacción y tras teñir el gel con SYBR Gold, se cortó la banda de interés y se extrajo y 
purificó el fragmento mediante el kit denominado “Rapid Gel Extraction Protocol” 
(Marligen Biosciencies, Inc., EE. UU.). Posteriormente, 1 µl de la solución obtenida tras 
la purificación se utilizó como molde en una segunda reacción de PCR en la que se 
empleaban las mismas condiciones y cebadores que en la anterior. 
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Cebadores Des. i. Des. Hibridación Extensión Ciclos Tamaño productos PCR (pb) 







57 ºC 68 ºC, 180 s 30 
S1                       1.999 







56 ºC 72 ºC, 100 s 30 
S1                          (-) 
S1-3T                  1.412  







58 ºC 68 ºC, 180 s 30 
1926                    2.219 
1926-12T            2.988 y 6.133 
1926-TP6            6.194          







56 ºC 68 ºC, 300 s 30 
1926                      (-) 
1926-12T            1.293 y 4.437           
1926-TP6            4.518 







59 ºC 68 ºC, 180 s 30 
1926                      (-) 
1926-12T             3.668 
1926-TP6             3.749 
1926-12T4PO       (-)       







56 ºC 68 ºC, 210 s 30 
S1                          (-) 
S1-PI6                 2.292  







56 ºC 68 ºC, 210 s 30 
S1                          (-) 
S1-PI6                 4.035 









68 ºC, 360 s 30 
S1                          (-) 
S1-PI6                  2.292 
S1-PI6PO             2.292 







60 ºC 68 ºC, 210 s 30 
M69                     2.537              
M69DI1         2.537 y 5.841 







55 ºC 68 ºC, 390 s 30 
M69                     3.636 
M69DI1         6.943 y 3.636 
M69DI6               6.943 
Tabla 9. Condiciones de las reacciones de PCR utilizadas para comprobar la correcta integración 
de los fragmentos en el ADN genómico de las cepas industriales así como la posterior 
eliminación del casete de selección. Los fragmentos amplificados se secuenciaron con los 
cebadores de la Tabla 8.  
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3.7. Cuantificación de ADN 
La cuantificación del contenido en ADN de las soluciones de los diversos fragmentos o 
plásmidos ya purificados, se ha realizado por espectrofotometría, analizando 1 µl de 
muestra con el sistema denominado NanoDrop
®
 ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer 
junto con el programa informático ND-1000 3.2.0  (Nanodrop Technologies, Inc., EE. 
UU.). 
 
3.8. Secuenciación y análisis de las secuencias 
Uno de los primeros pasos en este trabajo, ha sido el establecimiento, en cada una de las 
cepas de levaduras que se iban a evolucionar, de la secuencia de cada uno de los genes 
utilizados para la construcción de los fragmentos que se iban a integrar en las mismas. 
Posteriormente, los fragmentos integrados en el ADN genómico de las cepas 
evolucionadas, han sido secuenciados para comprobar la concordancia de sus 
secuencias con las esperadas. La secuenciación se realizó mediante una modificación 
del método enzimático de los “didesoxirribonucleótidos” (Sanger et al., 1977). Se 
utilizó para ello el kit comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems Corporate, EE. UU.) y el termociclador “ABI GeneAmp PCR 
System 9700 thermal cycler” (Applied Biosystems Corporate, EE. UU.). Finalmente, el 
secuenciador de ADN utilizado ha sido el ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems Corporate, EE. UU.). La secuenciación fue llevada a cabo por el Servicio de 
Secuenciación del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas (IBMCP). 
Previamente a la secuenciación, los fragmentos fueron purificados y cuantificados como 
se describió en los apartados 3.4. y 3.7.  
El análisis y comprobación de las secuencias se llevó a cabo mediante el programa 
informático “Chromas v2.31” (Technelysium Pty. Ltd., Australia). Las secuencias 
obtenidas fueron comparadas con las depositadas en la base de datos Saccharomyces 
Genome Database™, a través de su página Web (http://www.yeastgenome.org/) usando 
el programa BLAST. 
 
3.9. Eliminación del casete de selección 
Para la eliminación del casete de selección se crecieron los transformantes en 2 ml de 
YPD líquido durante 24 horas, tras lo cual se tomaba una pequeña alícuota que se 
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utilizaba para volver a inocular otros 2 ml de YPD, repitiéndose este ciclo hasta 35 
veces. Pasado este período, y a partir del último tubo inoculado, se aislaron 1.650 
colonias que se pasaron a placas de YPD y en placas de YPD conteniendo cerulenina a 
una concentración igual al medio usado para seleccionar los transformantes (ver Tabla 
10). Se identificaron las colonias que no crecían en el medio YPD conteniendo 
cerulenina y se determinó mediante PCR si habían eliminado el casete de selección (ver 
Tabla 9). 
 
4. Técnicas de transformación de microorganismos 
 
4.1. Transformación de levaduras 
Las distintas cepas de levadura se transformaron siguiendo el protocolo basado en el 
tratamiento con acetato de litio/ADN monocatenario de alto peso 
molecular/polietilenglicol (LiAC/ss-Carrier ADN/PEG) y choque térmico a 42 ºC 
descrito por Gietz y Woods (2002).  
En el caso de la cepa cervecera S1, cuya frecuencia de transformación es muy baja, se 
resuspendieron las células que se recogen tras la fase de crecimiento exponencial en 
YPD, en 50 ml de YNB sin aminoácidos y con sulfato amónico (1,7 g/l) durante 2 horas 
a 30 ºC y 200 r.p.m. de agitación orbital. Después de este paso, se continuó con el 
protocolo descrito por Gietz y Woods. Además se aumentó el período de incubación a 
42 ºC de 40 a 50 minutos y se disminuyó la concentración del acetato de litio de 0,1 M a 
0,06 M. 
Con cada experimento de transformación, siempre se realizó un control negativo, sin la 
adición de ADN, y un control positivo para estimar la frecuencia de transformación, 
añadiendo una cantidad conocida del plásmido pYPGE15+YAP1. 
Los transformantes de W303-1A (haploide y diploide) portadores del plásmido 
pYPGE15+YAP1 han sido seleccionados, tanto en medio mínimo SD-Ura, como en 
medio rico YPD conteniendo cerulenina, mientras que los transformantes de W303-1A 
(haploide y diploide) portadores de la construcción que sobreexpresa el gen YAP1, así 
como los transformantes de cepas industriales, han sido seleccionados en YPD 
conteniendo cerulenina. Posteriormente, siempre se ha efectuado una segunda selección 
por crecimiento en medio rico conteniendo cicloheximida. Finalmente, los 
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transformantes han sido identificados mediante la técnica conocida como “colony PCR” 
(Adams et al., 1997). En la Tabla 10 se resume la resistencia de cada cepa a cerulenina 











W303-1A 1 ppm 0,2 ppm 3 ppm 0,6 ppm 
S1 1 ppm 0,1 ppm 2 ppm 0,3 ppm 
CECT 1926 1 ppm 0,2 ppm 2 ppm 0,5 ppm 
M69 3,5 ppm 0,6 ppm 4,5 ppm 1,2 ppm 
 
Tabla 10. Resistencia de las cepas a cerulenina y cicloheximida y medios de selección 
utilizados. Las concentraciones utilizadas corresponden en el caso de las resistencias a las 
concentraciones mínimas que inhiben completamente el crecimiento de la cepa en YPD sólido 
tras 7 días de incubación. Las concentraciones utilizadas para la selección se han determinado 
experimentalmente y corresponden a aquellas que reduciendo el crecimiento de fondo, no 
parecen afectar a la frecuencia de transformación. 
 
4.2. Transformación de E. coli 
Se prepararon células competentes de la cepa DH5 de E. coli mediante el método de 
Inoue (Inoue et al., 1990) y se conservaron a -80 ºC. Para la transformación se siguió el 
sistema de transformación biológica artificial descrito por Hanahan (1983).  
 
5. Otras técnicas utilizadas 
 
5.1. Determinación cualitativa de la actividad                            
endopoligalacturonasa 
Las cepas cuya actividad endopoligalacturonasa (PG) se quería estimar, se incubaron en 
2 ml de medio YPD líquido durante 48 horas a 30 ºC y 200 r.p.m. En el caso de las 
cepas W303-1A, CECT 1926 y de los transformantes de ellas, se comprobó mediante 
lectura de la absorbancia a 600 nm de diluciones 1:100 de los cultivos, que el 
crecimiento fuese el mismo en todas las cepas. Se realizó una dilución decimal seriada 
de los cultivos líquidos de las cepas de interés, y se transfirieron aproximadamente 3 µl 
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de cada dilución con la ayuda de un replicador (Sigma-Aldrich Co., EE. UU.) a placas 
de medio sólido YPA o SDPA (en el caso de la cepa W303-1A y sus transformantes). 
Las placas se incubaron 4 días a 30° C para la primera selección de cepas con alta 
actividad PG y 2 días a 30 ºC para los transformantes de la cepa W303-1A y CECT 
1926 que sobreexpresan el gen PGU1. La producción de la enzima 
endopoligalacturonasa se detectó vertiendo HCl 6 N sobre la placa, según lo descrito 
por Blanco et al. (1994). Cuando la cepa es productora de dicha enzima, aparece un halo 
de hidrólisis alrededor de la colonia, fácilmente reconocible frente al medio opaco, cuyo 
tamaño está relacionado con la actividad PG. 
 
5.2. Determinación del contenido en azúcares fermentables en 
el licor obtenido de residuos de cítricos 
Las muestras fueron centrifugadas a 13.400 r.p.m. durante 2 minutos, filtradas a través 
de una membrana de nylon de 0,45 µm de tamaño de poro (Scharlab S. L., Barcelona) y 
diluidas 1.000 veces con agua bidestilada. Todas las muestras fueron analizadas por 
duplicado. 
La determinación de azúcares del licor inicial y al final de la fermentación con 
diferentes cepas fue realizada mediante cromatografía de intercambio aniónico de alta 
resolución con detección amperométrica (HPAEC-PAD). Para ello se utilizó el Sistema 
modular CI Metrohm MIC-8, formado por el detector amperométrico Bioscan 817 y la 
bomba CI 709 (Metrohm Ltd, Herisau, Switzerland). Se utilizó la columna Metrosep 
Carb 1 (4,6 x 250 mm; Metrohm, Herisau, Switzerland) en las siguientes condiciones: 
eluyente NaOH 100 mM, temperatura de 32 ºC, flujo de 1,0 ml/min y volumen de 
inyección de 20 μl que se realizó mediante un autoinyector. Los datos obtenidos se 
analizaron mediante el programa informático IC Net 2.3 de Metrohm (Metrohm Ltd, 
Herisau, Switzerland).  
Se construyó una recta patrón para los 3 principales azúcares fermentables presentes en 
el licor (glucosa, fructosa y sacarosa) y en un intervalo de concentraciones para cada 
azúcar comprendidas entre 0 y 50 mg/l. La concentración de cada azúcar en las 
muestras se calculó interpolando en la recta patrón el valor del área cromatográfica del 
pico correspondiente.  
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5.3. Determinación del grado alcohólico 
Se midió la concentración de etanol mediante un método enzimático, haciendo uso de 
un kit comercial de la firma Roche (Boehringer Mannheim, Roche Biopharma, 
Alemania) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit se basa en dos reacciones 
enzimáticas acopladas; la primera reacción está catalizada por una alcohol 
deshidrogenasa (ADH), en la que el etanol se oxida a acetaldehído (reacción 1). 
                            
    Etanol + NAD
+  




Sin embargo, dado que el equilibrio de la reacción (1) está desplazado hacia la 
producción del etanol y del NAD
+
, se requiere otra reacción para “atrapar” los 
productos y conseguir que la reacción transcurra hacia la derecha. Esto se consigue 
mediante la oxidación cuantitativa del acetaldehído en ácido acético en presencia de una 




      Acetaldehído + NAD
+
 + H2O                    Ácido Acético + NADH + H
+  
(2) 
Según la estequiometría de ambas reacciones, el número de moles de NADH formadas 
es el doble del número de moles de etanol añadidos con la muestra. Lo que se mide es el 
NADH por el incremento en la absorción a 340 nm. 
 
5.4. Determinación de los  grados Brix 
La concentración de sólidos solubles se determinó a partir de la medida del índice de 
refracción a 20 ºC, previa centrifugación de la muestra a 13.400 r.p.m. durante 1 
minuto. Para la medida de los grados Brix (ºBx) se utilizó el refractómetro Abbe 
modelo NAR-3T (Atago Co., LTD, Japan). Para mantener la temperatura constante 
durante la determinación se utilizó un baño termostático de refrigeración/calor con 
recirculación modelo 912 de la marca Polysciences (Polysciences, Inc., Warrington PA, 
EE. UU.).  
 
   ADH 
Al-DH 
 MATERIALES Y MÉTODOS                                                                                     87                                                                                     
5.5. Determinación de la frecuencia de aparición de mutantes 
deficientes en respiración 
Se determinó si la sobreexpresión del gen YAP1 en la cepa evolucionada S1-3T, era 
capaz de disminuir la aparición espontánea de mutantes deficientes en respiración 
(“petites”) durante la fermentación del mosto cervecero. Para ello se inocularon 2 
erlenmeyers conteniendo 200 ml de mosto cervecero preparado a partir de 100% malta, 
con la cepa S1 y con la cepa evolucionada S1-3T respectivamente. Las condiciones de 




 ufc/ml, temperatura 15 ºC y 7 
días de fermentación. A los 7 días de fermentación se determinó el porcentaje de los 
mutantes petites y se reutilizó parte de la levadura generada (tomando 20 ml del mosto 
fermentado) para inocular otros 200 ml de mosto. Este proceso se repitió hasta 
completar un total de 10 fermentaciones sucesivas. Se realizaron dos experimentos 
independientes para cada cepa. 
Para detectar selectivamente a las células de levadura con deficiencia respiratoria se 
empleó el cloruro de 2, 3, 5 Trifeniltetrazolio (TTC), que es una sal incolora que cuando 
se reduce da lugar a un compuesto de color rojo e insoluble. Cuando se pone en 
contacto con una colonia de levaduras, las células con suficiente capacidad respiratoria 
reducirán el TTC, y las colonias se teñirán de rosa oscuro o rojo. Por otra parte, las 
células con deficiencias respiratorias no reducirán el colorante y retendrán su color 
original.  
A partir de la suspensión de levaduras a analizar, se prepararon diluciones decimales 
seriadas en una solución isotónica estéril (NaCl, 0,9%, p/v), hasta obtener una dilución 
que contuviese entre 300-3.000 ufc/ml. Se sembraron 100 μl de la suspensión de 
levaduras en placas de medio YPD y se incubaron dichas placas a 30 ºC durante 4 días. 
Una vez crecidas, la detección de las colonias correspondientes a los mutantes “petites” 
se realiza vertiendo sobre el medio una sobrecapa que contiene el reactivo TTC. Para 
ello se fundió a 60 ºC el agar-tampón fosfato (tampón fosfato 67 mM, pH 7,10; glucosa 
0,5% p/v; agar 1,5% p/v; esterilizado en autoclave) y se le añadió 1 ml de una solución 
acuosa de TTC al 0,5% (p/v). Se homogeneizó el reactivo, y se vertió sobre la placa, 
evitando que se mezclaran las colonias. Se incubaron las placas a 28 ºC y se examinaron 
después de 4 horas. Las colonias de células normales son claramente rojas, mientras que 
las colonias procedentes de mutantes “petites” permanecen blancas o ligeramente 
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rosadas. Para su posterior confirmación, las colonias de “petites” se pasaron a placas de 
medio YPG para comprobar que no podían crecer en dicho medio.  
 
5.6. Determinación de diacetilo 
Mediante este análisis se quiso comprobar si durante el proceso de fermentación del 
mosto cervecero, la cepa evolucionada S1-PI6 producía menos diacetilo que la cepa 
cervecera original S1. A tal fin se realizaron 2 fermentaciones independientes con cada 
una de las cepas, es decir con la cepa original S1 y con la cepa evolucionada S1-PI6. 
Las fermentaciones de mostos industriales obtenidos de malta al 100%, se realizaron a 
15 ºC durante 9 días, seguidas por veinte días de guarda o “lagering” a 0 ºC. Durante los 
primeros 9 días, cada 24 horas se determinó el pH, los grados Brix, el grado alcohólico 
de cada una de las 2 fermentaciones y se tomó en frío una alícuota de 10 ml para la 
determinación del diacetilo. Se repitieron las mismas determinaciones el día 10 y el día 
20 del período de guarda.  
El diacetilo se determinó por cromatografía gas/líquido, empleando la técnica de 
espacio de cabeza y un detector de captura de electrones (HS/GLC/ECD). Como patrón 
interno se utilizó 2,3 hexanodiona, cuya solución de trabajo se preparó disolviendo 150 
μl de la solución stock (20 μl de 2,3 hexanodiona al 90% en 50 ml de etanol) en 500 ml 
de etanol al 5% (v/v). Se pipeteó 1 ml de patrón interno en un vial previamente enfriado 
en un baño de agua y hielo, se adicionaron inmediatamente 10 ml de la muestra, se cerró 
el vial y finalmente se guardó a -20 ºC hasta su análisis cromatográfico. Antes de 
proceder al análisis cromatográfico, las muestras se atemperaron en nevera. La 
calibración se hizo añadiendo a una cerveza con baja concentración de diacetilo 
cantidades de la disolución de trabajo de diacetilo comprendidas entre 0 y 250 μl (se 
pesaron las cantidades añadidas para poder expresar el diacetilo añadido en μg/l) y se 
procedió según lo descrito en el párrafo anterior. La disolución de trabajo se preparó 
diluyendo 0,5 ml de disolución stock (20 μl de diacetilo al 97% en 50 ml de etanol) en 
100 ml finales de agua destilada. El equipo instrumental utilizado fue un cromatógrafo 
de gases para columnas capilares de la marca Fisions (Milán, Italia) modelo 8130, 
equipado con un inyector automático Fisions HS 800 y un detector de captura de 
electrones (ECD) que fue puesto a nuestra disposición por la factoría de Valencia de la 
empresa Heineken España S. A. La columna cromatográfica utilizada fue una DB-5 
(J&W Scientific, Folsom, CA, U.S.A.) de 50 m de longitud, 0,53 mm de diámetro 
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interno y 1,0 μm de espesor de capa de fase estacionaria. La programación de la 
temperatura fue la siguiente: una etapa isoterma inicial a 40 ºC durante 9 minutos, acto 
seguido se desarrolla la primera rampa de calientamiento a una velocidad de 20 ºC/min 
hasta alcanzar los 50 ºC y se mantiene 5 minutos, a continuación se desarrolla la 
segunda rampa de calientamiento a una velocidad de 20 ºC hasta los 100 ºC, que se 
mantiene durante 3 minutos. Gas portador Nitrógeno (20 KPa, 10 ml/min). Temperatura 
del inyector 110 ºC y temperatura del detector 150 ºC.  
 
5.7. Bioensayo de crecimiento en frío 
Mediante este análisis se quiso determinar si la inactivación del gen INP51 en las cepas 
W303-1A y M69 producía un fenotipo de mejor crecimiento a bajas temperaturas con 
respecto a las cepas parentales. 
En el caso de la cepa W303-1A y de sus transformantes, se determinó la capacidad de 
crecer a 10 °C (la cepa parental prácticamente no crece a esa temperatura en los medios 
utilizados en este experimento) por incubación a dicha temperatura en medio YPD e 
YPD con fosfato 10 mM. La incubación se prolongó durante 12 días para YPD y 10 
días para YPD con fosfato 10 mM. Además, también se determinó la capacidad de 
crecimiento de la cepa W303-1A y de sus transformantes a 8 ºC durante 10 días en 
medio YPDT y YPDT con fosfato 10 mM (la cepa salvaje prácticamente no crece en 
estos medios y a esa temperatura).  
En el caso de la cepa M69 y de sus transformantes, se determinó la capacidad de crecer 
a 6 ºC (la cepa salvaje prácticamente no crece a esa temperatura en los medios utilizados 
en este experimento) por incubación durante 14 días a dicha temperatura en medio 
YPD, YPD con fosfato 10 mM, YPDT y YPDT con fosfato 10 mM. 
En todas las cepas analizadas y en cada uno de los medios de cultivo, se determinó 
también la capacidad de crecimiento a 30 ºC. 
Para los ensayos de crecimiento, se realizaron diluciones decimales seriadas de cultivos 
líquidos de las cepas de interés, y se transfirieron aproximadamente 3 µl de cada 
dilución con la ayuda de un replicador (Sigma-Aldrich Co., EE. UU.) a placas de medio 
sólido con las condiciones diferenciales a estudiar. Posteriormente, se incubaron las 
placas a 30, 10, 8 ºC o 6 ºC durante el tiempo adecuado para cada temperatura y medio 
de cultivo. En el análisis del crecimiento, se tuvo en cuenta tanto la mayor dilución a la 
cual aún se observaba crecimiento como el tamaño de las colonias. 
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1. Construcción del casete de selección  
La metodología experimental que se ha diseñado (ver Figura 5), ha consistido en 
obtener, sólo mediante reacciones de PCR que utilizan como ADN molde el ADN 
genómico de la cepa que se quiere evolucionar, una construcción que, posteriormente a 
su inserción cromosómica mediante recombinación homóloga, sustituirá en dicha cepa 
al promotor original del gen YAP1 por un promotor fuerte de un gen de la ruta de la 
glicólisis, el promotor del gen PGK1. El gen YAP1 de S. cerevisiae, codifica para un 
factor de trascripción de la familia AP-1, responsable de la adaptación de la levadura a 
diversas condiciones de estrés (Moye-Rowley et al., 1989; Kuge et al., 1997) y se ha 
descrito como marcador dominante de gran utilidad para la transformación de cepas de 
levadura industriales (Akada et al., 2002). Efectivamente, la sobreexpresión de dicho 
gen confiere resistencia a varias sustancias como: 
 cerulenina, un inhibidor de la síntesis de ácidos grasos (Kawaguchi et al., 1982); 
 cicloheximida, un inhibidor de la síntesis de proteínas (Hashida-Okado et al., 
1996);  
 iones cadmio (Vido et al., 2001);  
 diazaborine, una droga antibacteriana que, en células de levadura, inhibe el 
proceso de producción de los precursores del rRNA para la subunidad ribosomal 
más grande (Wendler et al., 1997; Pertschy et al., 2004); 
 metil-sulfometuron, un herbicida;  
 4-NQO (4-nitroquinolina-N-oxido), un carcinógeno; 
 N-metil-N9-nitro-N-nitrosoguanidina, un carcinógeno;  
 1,10-fenantrolina, un quelante de metales;  
 iones cinc, y a diversas especies químicas muy reactivas y oxidantes del oxígeno 
(Balzi y Goffeau, 1994); 
 7-clorotetrazolo (5, 1-c) benzo (1, 2, 4) triazina, un agente antifúngico (Drobna 
et al., 2012). 
Así pues, al colocar al gen YAP1 bajo el control de un promotor que activa fuertemente 
su transcripción durante el crecimiento de la levadura por fermentación, se ha cambiado 
la regulación y el patrón de expresión temporal de YAP1, además de sobreexpresar el 
producto de dicho gen, adquiriendo la cepa portadora de la construcción las resistencias 
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descritas en el párrafo anterior. Dicha construcción constituirá el casete de selección que 
se quiere desarrollar y que incorporará únicamente elementos génicos procedentes de la 




Figura 5. Diagrama de las reacciones de PCR para la construcción del fragmento denominado 
FPYAP1-PPGK1-YAP1. En verde se representa el gen PGK1 con su secuencia promotora y en azul el 
gen YAP1 con su secuencia promotora. En ambos casos la secuencia promotora de cada gen se 
representa en una tonalidad más clara.  
 
1.1.  Secuenciación de las zonas de interés en el genoma de la 
cepa S1 
El primer paso en el proceso de construcción del casete de selección ha sido el 
establecimiento de las secuencias de cada uno de los genes objeto de este estudio y en 
cada una de las cepas de levadura con las que hemos trabajado: el gen YAP1, el 
promotor del gen YAP1 (PYAP1) y el promotor y el principio del gen de la 
fosfogliceroquinasa (PPGK1). Mientras que para la cepa W303-1A se ha recurrido a la 
base de datos SGD disponible a través de la World Wide Web, para la cepa cervecera 
S1 ha sido necesario amplificar por PCR y secuenciar las zonas del genoma en las que 
se querían diseñar cebadores para amplificar los fragmentos de los genes de interés. En 
las reacciones de amplificación por PCR de los fragmentos que luego iban a ser 
























PPGK1R    
Chr. III Chr. XIII 
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secuencias que se encuentran en la base de datos del genoma de S. cerevisiae. La 
levadura S1 es una cepa industrial de producción de cerveza tipo “lager”, y como tal, es 
muy probablemente una cepa aloaneuploide con una ploidía próxima a cuatro. Por lo 
tanto, para cada gen cabría esperar la presencia en su genoma de dos secuencias 
heterozigóticas como resultado de la presencia de los dos genomas de las dos cepas 
parentales diploides de las que procede. Sin embargo, de la amplificación de la zona que 
comprende al promotor de la PGK1 y su posterior secuenciación, obtenemos 2 
secuencias que difieren en la base de coordenada 137.527, donde puede leerse 
alternativamente una Adenina o una Guanina según la secuencia considerada (en la 
secuencia publicada en la base de datos de SGD hay una Adenina), y en la base de 
coordenada 137.652 donde puede leerse una Timina o una Guanina, (en la secuencia 
publicada hay una Timina). En lo que se refiere al promotor y la pauta de lectura abierta 
del gen YAP1, sólo se ha notado la presencia de una sola secuencia con dos cambios 
respecto a la secuencia publicada, uno en la base de coordenada 253.503 (donde hay una 
Timina en vez de una Guanina) y otro en la coordenada 254.427 (donde hay una Timina 
en vez de una Adenina). Esto es debido a que, muy probablemente, los cebadores que 
hemos utilizado hibridan, a la temperatura del experimento, con sólo los alelos 
correspondientes a uno de los dos genomas presentes (y procedentes de las dos cepas 
parentales), el correspondiente a Saccharomyces cerevisiae. De hecho, la comparación 
de las secuencias depositadas en las bases de datos para el gen YAP1 de S. cerevisiae y 
de S. pastorianus, difieren a nivel de nucleótidos en más del 20%. 
 
1.2. Reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento de integración FPYAP1-PPGK1-YAP1 
A continuación se describen las reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento que, posteriormente a su inserción cromosómica mediante recombinación 
homóloga, sustituirá al promotor original del gen YAP1 por el promotor del gen PGK1. 
Para la construcción del fragmento final sólo se necesitaron 5 reacciones de PCR. 
 
a) Amplificación por PCR de un fragmento del promotor del gen YAP1 
(FPYAP1) 
A partir del ADN genómico de las cepas W303-1A y S1, se han amplificado por PCR 
los fragmentos del promotor del gen YAP1 correspondientes a cada cepa. El cebador 
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directo que se ha utilizado ha sido PYAP3D, que consta de una secuencia de 24 
nucleótidos homóloga a la región promotora del gen YAP1 situada 1.120 pb antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del gen YAP1; el cebador reverso (PYAPR) 
consta de una secuencia de 38 nucleótidos correspondiente a la región del promotor del 
gen YAP1 situada 6 pb antes del ATG de inicio de dicho gen. El fragmento resultante 
(FPYAP1) de la amplificación contiene una secuencia de 1.115 pb de la región promotora 
del gen YAP1 situada 6 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de 
dicho gen. 
 
b) Amplificación por PCR de un fragmento del comienzo del gen YAP1 
con una zona de solapamiento (FYAP1) 
En esta reacción se ha amplificado mediante un cebador directo híbrido (denominamos 
cebador híbrido, a aquel en el que sólo una parte de su secuencia, la situada en el 
extremo 3’, es complementaria con la secuencia del fragmento a amplificar, mientras 
que la secuencia del extremo 5` que no hibrida se empleará posteriormente en 
reacciones de fusión por PCR) un fragmento del comienzo del gen YAP1 con una zona 
de solapamiento en 5’ con el extremo 3’ del promotor del gen PGK1. El cebador 
híbrido directo que se ha utilizado (YAPPART2D) contiene una secuencia de 20 
nucleótidos homóloga a la región promotora del gen PGK1 situada justo antes del ATG 
de inicio de la pauta de lectura abierta del mismo gen y seguida por una secuencia de 26 
nucleótidos homóloga a la pauta de lectura abierta del gen YAP1 desde su ATG de 
inicio. El cebador reverso (YAPPINT1R) contiene una secuencia de 20 nucleótidos 
complementaria a la región de YAP1 situada 1.417 pb desde el ATG de inicio de la 
pauta de lectura abierta de dicho gen. El fragmento resultante (FYAP1) de la 
amplificación tiene un tamaño de 1.437 pb. 
 
c) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el promotor del 
gen PGK1 con una zona de solapamiento (FPPGK1) 
A partir del ADN genómico de las cepas W303-1A y S1, se han amplificado por PCR 
los fragmentos del promotor del gen PGK1 correspondientes a cada cepa. El cebador 
híbrido directo que se ha utilizado (PPGKYAPFD) contiene en su extremo 5` una 
secuencia de 18 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen YAP1 que acaba 6 
pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del mismo gen y seguida por 
una zona de 25 nucleótidos homóloga a la región del promotor del gen PGK1 situada 
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769 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del gen PGK1. El cebador 
reverso (PGKINT1R) consta de una secuencia de 21 nucleótidos complementaria a la 
secuencia del gen PGK1 y que comienza 538 pb después del ATG de inicio de la pauta 
de lectura abierta de dicho gen. El fragmento resultante de la amplificación (FPPGK1) 
tiene un tamaño de 1.325 pb. 
 
d) Fusión por PCR de FPYAP1 con FPPGK1 (FPYAP1-PPGK1) 
En este paso se lleva a cabo una reacción de PCR que al mismo tiempo que amplifica, 
fusiona dos de los fragmentos obtenidos anteriormente. Para ello se han utilizado 
cebadores internos a los fragmentos a fusionar (empleando, por tanto, lo que en inglés 
se denominan “nested primers”), lo que según la experiencia adquirida en esta Tesis, 
resulta esencial para tener amplificación en las reacciones de fusión por PCR. El 
cebador directo (PYAPD) contiene una secuencia de 38 nucleótidos homóloga a la 
región promotora del gen YAP1 que comienza 582 pb antes del ATG de inicio de la 
pauta de lectura abierta del mismo gen, mientras que el cebador reverso (PPGK1R) 
consta de una secuencia de 31 nucleótidos complementaria a la región promotora del 
gen PGK1 y a las primeras 5 bases del mismo gen. Utilizando estos cebadores y 
partiendo de los dos fragmentos a fusionar (que presentan una zona de 20 nucleótidos 
en el extremo 3’ de la cadena de Watson de uno de los fragmentos que es 
complementaria con otra zona de 20 nucleótidos del extremo 3’ de la cadena de Crick 
del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de PCR un nuevo fragmento (FPYAP1-
PPGK1) conteniendo la región promotora del gen YAP1 de 575 pb que comienza 582 pb 
antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, seguida por la 
secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio 
de la pauta de lectura abierta de dicho gen. La longitud del fragmento FPYAP-PPGK1 es de 
1.349 pb. 
 
e) Fusión por PCR de FPYAP1-PGK1 con FYAP1 (FPYAP1-PPGK1-YAP1) 
Se ha utilizado como cebador directo el PYAPD y como reverso un cebador interno al 
fragmento a fusionar (YAPPARTR), que consta de una secuencia de 38 nucleótidos 
complementaria a la región de YAP1 situada 645 pb desde el ATG de inicio de la pauta 
de lectura abierta de dicho gen. Utilizando como moldes FPYAP1-PPGK1 y FYAP1, se obtiene 
tras la reacción de fusión por PCR, un fragmento nuevo (FPYAP1-PPGK1-YAP1) conteniendo 
la construcción completa que consta de: la región promotora del gen YAP1 de 575 pb 
situada 582 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, 
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seguida por la secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, fusionada con la secuencia de 
los primeros 645 nucleótidos de la pauta de lectura abierta del gen YAP1. La longitud de 
FPYAP1-PPGK1-YAP1 es de 1.989 pb.  
 
                                                
 
 
Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos para la 
construcción del casete de selección: FPYAP1 (pocillo 1); FYAP1 (pocillo 2); FPPGK1 (pocillo 3); 
FPYAP1-PPGK1 (pocillo 5); FPYAP1-PPGK1-YAP1 (pocillo 6). Los patrones de peso molecular utilizados 
han sido el TrackIt
TM
 100 bp DNA Ladder (pocillo 4) y el TrackIt
TM
 1 Kb plus DNA Ladder 
(pocillo 7). 
 
1.3. Transformación de W303-1A y S1 con FPYAP1-PPGK1-YAP1 
El fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1 es el que se ha utilizado para la transformación de las 
cepas W303-1A y S1 siguiendo el procedimiento descrito por Gietz y Woods. En el 
caso de la cepa W303-1A se han utilizado en cada transformación entre 2 y 8 µg de 
fragmento. En el caso de la cepa S1, cuya frecuencia de transformación es de varios 
órdenes de magnitud inferior a las levaduras de laboratorio, se han empleado 
aproximadamente 100 µg de fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1, obtenido a partir de ADN 
genómico del transformante WT-410 (ver Tabla 12). De esta forma se ha conseguido 
obtener una cepa a partir de la cual y mediante reacciones de amplificación por PCR, se 
puede generar en el tubo de ensayo una población de fragmentos FPYAP1-PPGK1-YAP1 sin 
cambios en la secuencia de bases con respecto a la secuencia original del fragmento 
construido (ver apartado 1.4.).  
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En la Tabla 11 se resumen las frecuencias de transformación obtenidas con la cepa 
W303-1A dependiendo del medio de selección utilizado y si se transforma con el 
plásmido pYPGE15+YAP1 o con el fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1. Después de la primera 
selección, se han pasado las colonias a placas de medio YPD conteniendo o cerulenina o 
cicloheximida (dependiendo de si la primera selección se efectuó respectivamente en 
cicloheximida o en cerulenina) para distinguir los transformantes de las colonias que 
provienen de mutantes espontáneos. 
 
Medio de selección con pYPGE15+YAP1 con FPYAP1-PPGK1-YAP1 

















/ 45 45 100 6,0·10
4
 n. a. n. a. n. a. n. a. 
SD-
Ura 
/ 75 75 100 2,3·10
4
 n. a. n. a. n. a. n. a. 
YPD Cerulen. (3) 65 65 100 4,0·10
3
 20 19 95,0 21,9 
YPD Cerulen. (3) 250 226 90,4 4,3·10
3
 26 20 76,9 35,6 
YPD Cerulen. (3) 51 51 100 1,1·10
4
 14 13 92,9 17,6 
YPD Ciclohex. (0,6) 27 19 70,4 1,2·10
2
 5 1 20,0 1,1 
YPD Ciclohex. (0,6) 45 30 66,7 2,3·10
2
 12 5 41,7 3,6 
 
Tabla 11. Frecuencia de transformación de W303-1A usando el plásmido pYPGE15+YAP1 o el 
fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1 y diversas formas de selección. En el sombreado rosa se indica la 
transformación cuyos transformantes se han secuenciado. (F.T.: número de colonias/ µg de 
ADN. 
 
Como se puede observar en la Tabla 11, en todos los experimentos la frecuencia de 
transformación (FT) del plásmido pYPGE15+YAP1 en la cepa W303-1A, es más alta 
cuando se utiliza como medio de selección SD-Ura, mientras que en YPD + 3 ppm de 
cerulenina se obtiene una FT de aproximadamente un orden de magnitud inferior. A 
menores concentraciones de cerulenina, se incrementaría la FT, sin embargo se 
recuperarían un mayor número de mutantes espontáneos y sería más laborioso distinguir 
los verdaderos transformantes. Seleccionando en medio YPD conteniendo 0,6 ppm de 
cicloheximida, se reduce drásticamente la FT, indicando que la toxicidad de la 
cicloheximida sobre las células de levadura afecta muy significativamente a la 
eficiencia final del proceso de transformación. Si se hubiera reducido la concentración 
de cicloheximida posiblemente habría aumentado la FT, pero al mismo tiempo que 
habría aumentado el número total de presuntos transformantes, también lo habría hecho, 
y en mucha mayor proporción, el porcentaje de falsos transformantes que aparecen 
como consecuencia de mutaciones espontáneas. Al revés, aumentando la concentración 
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de cicloheximida se habrían reducido o incluso eliminado la aparición de los mutantes, 
pero la frecuencia de transformación habría sido mucho menor e incluso es posible que 
no se hubiera encontrado ningún transformante. Por lo tanto, como metodología para 
distinguir los verdaderos transformantes de los mutantes espontáneos, se ha realizado 
una primera selección en medio YPD conteniendo cerulenina, ya que en este medio se 
recuperan muchos transformantes y pocos mutantes espontáneos para, a continuación, 
pasar todas las colonias a placas de YPD conteniendo cicloheximida. Esta doble 
selección es muy efectiva, ya que se ha comprobado mediante la técnica denominada 
“colony PCR”, que el 100% de las colonias resistentes a las dos drogas han integrado el 
casete de selección en su ADN genómico. En todos los presuntos transformantes que 
pasaban la doble selección, se verificaba la correcta integración del fragmento en el sitio 
elegido mediante la amplificación por PCR de dicho fragmento y de las zonas 
adyacentes al lugar de integración y la posterior secuenciación de todo ese locus 
genómico. Esta metodología se ha utilizado en todas las transformaciones de esta Tesis, 
es decir, con las cepas W303-1A, S1, M69 y CET1926 y con todos los fragmentos 
construidos a lo largo de este trabajo.  
En el caso de la cepa industrial S1, la FT empleando el protocolo de transformación 
originalmente descrito por Gietz y Woods es muy baja, alrededor de 10 transformantes 
por µg de plásmido. Para aumentar dicha FT, se ensayaron, tanto protocolos de 
electroporación, que no parecen funcionar bien con esta cepa, como diversas versiones 
del protocolo de tratamiento con sales de litio o combinaciones del mismo con la 
electroporación, sin obtener resultados satisfactorios. Por lo tanto, se procedió a ir 
variando sistemática y paulatinamente los siguientes parámetros del protocolo de sales 
de litio: la duración del período de incubación a 42º C, la concentración de los 
componentes de la mezcla de transformación, el número de células de levadura 
empleadas en cada transformación, o incluso la adición a la mezcla de transformación 
de compuestos tales como el DMSO o el etanol. La condición que parece influir más 
sobre la FT de la cepa S1 es la concentración de acetato de litio presente en la mezcla de 
transformación. En particular, su disminución desde 0,1 M a 0,06 M aumenta la FT de 
aproximadamente 4 veces (ver Figura 7). También se aumentó la duración del tiempo de 
exposición a 42º C, pasando de 40 a 50 minutos, con lo que se notó un pequeño 
aumento de la FT (datos no presentados). Para intentar mejorar ulteriormente la FT de la 
cepa S1, se adoptó otra estrategia complementaria a las modificaciones ya efectuadas 
sobre el protocolo de Gietz y Woods, y consistente en diversos tratamientos de las 
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células de levadura antes de ser convertidas en células competentes. Mediante la 
mayoría de estos tratamientos no se consiguió aumentar la FT de la cepa S1; sin 
embargo, en el caso de las transformaciones en que se resuspendieron las células de 
levadura que se recogen tras la fase de crecimiento exponencial, en Yeast Nitrogen Base 
sin aminoácidos y con sulfato de amonio (1,7 g/l) durante 2 horas a 30 ºC y en agitación 
a 200 r.p.m., sí que se observó una diferencia significativa. Mediante esta variación de 
la metodología original se consigue aumentar la FT, aproximadamente, 1 orden de 
magnitud pero sólo cuando se obtiene una baja frecuencia de transformación (entre 0,6 
y 10 transformantes por microgramo de plásmido pYPGE15+YAP1), mientras que no 
hay variación cuando se obtiene la FT esperada (datos no presentados). Cuando se 
probó esta modificación de la metodología de transformación con las otras cepas de 















































Figura 7. Influencia de la concentración de acetato de litio en la mezclas de transformación 
sobre la frecuencia de transformación de la cepa S1. Los datos mostrados representan la media 
de la FT de 3 o más experimentos independientes con sus correspondientes desviaciones 
estándar. 
 
Con las modificaciones ya mencionadas sobre el protocolo de transformación descrito 
por Gietz y Woods, se transformó la cepa S1 con el fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1. Se 
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realizaron 2 transformaciones en las cuales se recuperaron 2 (S1-1T y S1-2T) y 1 
transformantes (S1-3T). Mediante PCR se comprobó la correcta integración del 












Figura 8. A- Comprobación por PCR de la correcta integración de FPYAP1-PPGK1-YAP1 en los 
transformantes obtenidos. El patrón de peso molecular utilizado ha sido el TrackIt
TM
 1 Kbp plus 
DNA Ladder (pocillo 1). B- Representación esquemática de los fragmentos que confirman la 
integración de FPYAP1-PPGK1-YAP1 en el locus YAP1. 
 
Los fragmentos de ≈ 1.400 pb que se amplifican por PCR mediante los cebadores 
PPGK1D y YAPPARTR, confirman que las cepas S1-1T (pocillo 2) y S1-3T (pocillo 3) 
son transformantes. Utilizando los mismos cebadores y ADN genómico de S1 (pocillo 
4), no se amplifica ningún producto de PCR. Los fragmentos de un tamaño ≈ 2.800 pb 
amplificados mediante los cebadores PYAPD y YAPINT1R, confirman que las cepas 
S1-1T (pocillo 5) y S1-3T (pocillo 6) han integrado correctamente la construcción 
FPYAP1-PPGK1-YAP1 en el locus YAP1. Los productos de PCR de ≈ 2.000 pb presentes en los 
mismos tubos de reacción, corresponden a la amplificación de un fragmento conteniendo 
el promotor y parte del gen YAP1 del locus correspondiente al alelo en el que no se ha 
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producido la integración, como se puede comprobar al amplificar con los mismos 
cebadores el ADN genómico de S1 (pocillo 7), lo que indica que FPYAP1-PPGK1-YAP1 se ha 
integrado en un solo alelo del genoma de S. cerevisiae presente en S1. En los pocillos 5 y 
6 aparece, además, una banda de ≈ 3.000 pb originada probablemente por combinación 
de los fragmentos de 2.000 y 2.800 pb. Como confirmación de dicha hipótesis, a partir 
de una mezcla de ADN genómico de WT-410 y de S1 y utilizando los cebadores 
PYAPD y YAPINT1R, se amplifican los mismos fragmentos (pocillo 8). En el control 
negativo no se puso ADN genómico en la reacción de PCR (pocillo 9). 
 
Transforman. 















WT41 / / / / / 
- 429 T C 
- 459 G A 
WT42 
291 G A Gly Ser No 
secuenciado 
/ / 
609 G T Ala Ser 
WT44 
281 A G / / No 
secuenciado 
/ / 
296 C A Phe Leu 




WT46 / / / / / - 527 G A 












WT410 / / / / / / / / 
WT411 / / / / / 
- 527 G A 
- 698 C T 
WT412 / / / / / - 219 G A 








S1-3T / / / / / / / / 
 
Tabla 12. Cambios en la secuencia integrada en los transformantes con respecto a la secuencia 
original de FPYAP1-PPGK1-YAP1. Se indica la posición de la base cambiada con respecto al ATG de 
inicio del gen correspondiente (en el caso del promotor del gen PGK1, los números son 
negativos en cuanto los cambios están situado antes del inicio de la pauta de lectura abierta de 
dicho gen), el cambio de base ocurrido y el aminoácido resultante de dicho cambio. En el 
encuadre rojo se indica el transformante de W303-1A sin cambios en la secuencia integrada. En 
el sombreado rosa se indica el transformante obtenido de dicha transformación, que no presenta 
ningún cambio en la secuencia integrada. 
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1.4. Secuenciación de los transformantes  
Se verificó por secuenciación la construcción integrada en el cromosoma de los 
transformantes. En primer lugar se ha secuenciado el gen YAP1 y sucesivamente, entre 
los transformantes que no presentaban cambios, se ha secuenciado la zona promotora 
del gen PGK1. Como se puede observar en la Tabla 12, de los 13 transformantes 
obtenidos en la transformación de W303-1A con el fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1, 5 
(38,46%) no presentan ningún cambio en el gen YAP1 y 1 (7,69%) de estos 
(denominado WT-410) no presenta ningún cambio en toda la secuencia integrada. Dado 
que, antes de su utilización en la transformación, el fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1 se ha 
sequenciado y su secuencia era correcta, parece que la presencia de dichas mutaciones 
puntuales sea debida a los errores generados por la polimerasa durante el proceso de 
amplificación por PCR. De hecho, según las instrucciones del fabricante, la enzima 
Expand High Fidelity PCR System genera durante 30 ciclos de amplificación por PCR 
de un fragmento de 2 Kpb, un porcentaje de fragmentos con cambios respecto a la 
secuencia original de alrededor del 23%.  
A partir del ADN genómico de WT-410, se amplificó por PCR el fragmento FPYAP1-
PPGK1-YAP1, que se utilizó para transformar la cepa S1. Se obtuvo un solo transformante 
(S1-3T) de los tres que proporcionó la transformación de la cepa S1, cuya secuencia del 
fragmento integrado no presentó ningún cambio con respecto a la secuencia original de 
FPYAP1-PPGK1-YAP1.  
Mediante este resultado ha quedado patente la viabilidad experimental del concepto de 
evolución genómica por diseño molecular, al haber obtenido una levadura cervecera 
para producción de cerveza tipo “lager” que sobreexpresa un factor de transcripción 
implicado en la respuesta al estrés oxidativo, a partir exclusivamente del genóma de la 
propia cepa y diseñando “a priori” la reordenación génica que se iba a seleccionar, sin 
que mediasen etapas de clonaje, ni de utilización de otros microorganismos, ni el uso de 
vectores de clonación, ni se introduzca o modifique la secuencia del material genético 
inicialmente presente en la cepa en una sola base. 
 
1.5. La sobreexpresión del gen YAP1 disminuye la aparición 
de mutantes petites 
Se determinó si la sobreexpresión del gen YAP1 en la cepa cervecera evolucionada S1-
3T, era capaz de disminuir la aparición espontánea de mutantes deficientes en 
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respiración (“petites”) durante la fermentación del mosto cervecero. La continuada 
reutilización industrial de la levadura cervecera está asociada con un incremento en la 
frecuencia de la aparición de petites, con el consiguiente efecto negativo sobre el 
proceso fermentativo. Además, está descrito en la literatura que las células de levadura 
con reducido potencial antioxidante presentan una mayor aparición de mutantes petites 
durante el proceso de fermentación (Lee et al., 2001). 
Como se puede observar en la Figura 9, la cepa evolucionada S1-3T, caracterizada por 
sobreexpresar el gen YAP1, que codifica para un factor de transcripción necesario en la 
respuesta al estrés oxidativo, presenta claramente una menor formación de petites 






























Figura 9. Aparición de mutantes deficientes en respiración en las cepas S1 y S1-3T a lo largo de 
10 fermentaciones sucesivas. Los datos mostrados representan la media del porcentaje de 
aparición de mutantes petites de dos experimentos independientes. 
 
2. Desarrollo de una levadura industrial con alta 
actividad pectinolítica 
Se aplicó la metodología del concepto de evolución genómica por diseño molecular, para 
el desarrollo de una levadura industrial con alta actividad pectinolítica por 
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sobreexpresión del gen PGU1, que codifica para una endopoligalacturonasa. Se 
diseñaron 2 reordenaciones génicas: una conduce a la sobreexpresión del gen PGU1, 
mientras que la otra además de seguir la misma estrategia para lograr la sobreexpresión 
del gen PGU1, deja al mismo tiempo “programada” en el genoma de la cepa la pérdida 
del casete de selección, pérdida que se producirá después del crecimiento continuado de 
la cepa evolucionada en un medio no selectivo. Las endopoligalacturonasas hidrolizan 
los enlaces glicosídicos α-1,4 del interior de las cadenas de homogalacturonano que 
constituyen el polímero de pectina. Por lo tanto, las levaduras evolucionadas de manera 
que presenten dicha actividad podrían ser utilizadas en la industria enológica y en la de 
elaboración de cavas y sidra, para facilitar el desfangado y la clarificación de mostos, 
vinos y bebidas alcohólicas; asímismo, también tendría una utilización práctica en las 
levaduras de destilería, como las empleadas en la obtención de bioetanol a partir de 
material vegetal, como sería el caso del que se obtiene de cortezas de naranja. Así, por 
fermentación del licor obtenido por prensado de las cortezas de naranja mediante el uso 
de la cepa evolucionada, se lograría obtener un caldo con elevada actividad pectinolítica, 
que podría ser parcialmente reciclado para alimentar alguna etapa previa de tratamiento y 
extracción de la materia prima. Además, se obtiene un caldo con alto contenido en ácido 
galacturónico, que puede ser fermentado a etanol mediante la cepa de Escherichia coli 
etanologénica KO11 (Grohmann et al., 1995) y, posiblemente en un futuro, mediante una 
levadura transgénica. 
A continuación se describen en detalle los resultados obtenidos en cada una de las etapas 
que ha sido necesario desarrollar para alcanzar este objetivo. 
 
2.1. Selección de una cepa de levadura industrial con un buen 
rendimiento en alcohol y elevada actividad 
endopoligalacturonasa 
En primer lugar, se analizó un conjunto de levaduras industriales presentes en nuestra 
colección (cerveceras, vínicas, de producción de sidra o de destilería) en relación a la 
presencia de actividad endopoligalacturonasa en las mismas. Como se puede observar 
en la Figura 10, de las 34 cepas de levaduras industriales analizadas, aproximadamente 
la mitad posee actividad endopoligalacturonasa y de estas, sólo 9 muestran una 
actividad relevante. De este primer análisis se seleccionaron 7 cepas de levadura por 
ser las que presentaban mayor actividad PG. Se puede observar que las cepas CECT 
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1926, CECT 1384, CECT 11020, CECT 1189, CECT 11002, CECT 1319 y ICV-D254 
presentan claramente una mayor actividad endopoligalacturonasa. 
A continuación se llevaron a cabo ensayos de crecimiento en licor obtenido de cortezas 
de naranja, para determinar la conversión de los azúcares solubles y el rendimiento en 
cuanto a la producción de etanol del proceso fermentativo en las 7 cepas seleccionadas, 
con el objetivo de ir seleccionando aquellas que presentasen las características que 
mejor se adecuaran al substrato, a las condiciones del proceso fermentativo y 
alcanzaran la mayor concentración final de etanol. Tras realizar unos ensayos 
preliminares, se fijó en 4 días a temperatura de 30 ºC la duración del proceso 
fermentativo, por lo que transcurrido ese tiempo se analizaron los azúcares restantes en 
el licor fermentado para poder determinar el porcentaje de conversión de azúcares 
solubles y se determinó el grado alcohólico. Se seleccionaron de esta forma 4 cepas 
que presentaban una alta actividad PG y una buena cinética de producción de etanol en 
el licor obtenido de residuos cítricos. Por último, en estas 4 cepas se determinó la 
frecuencia de transformación que presentaban utilizando el protocolo de sales de litio 




Figura 10. Determinación de la actividad endopoligalacturonasa en placas conteniendo medio 
YPA. Las cepas se crecieron durante 4 días a 30 ºC y luego las placas se trataron con HCl 6 N. 
El halo alrededor de las cepas indica actividad endopoligalacturonasa. 
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En la Tabla 13 se resumen los valores obtenidos para cada una de estos parámetros y 
en cada cepa analizada, con excepción de la determinación de azúcares ya que, para 
todas ellas, a final de fermentación había una completa utilización de los mismos. 
Finalmente se seleccionó la cepa CECT 1926, ya que presentaba las mejores 

















CECT 1189 2,38 ± 0,085 n. d. 
CECT 1319 2,90 ± 0,042 23 ± 6,4 
CECT 1384 2.22 ± 0,028 n. d. 
CECT 1926 3.51 ± 0,042 555 ± 39,6 
CECT 11002 2,39 ± 0,056 20 ± 3,4 
CECT 11020 3,24 ± 0,071 10 ± 1,8 
ICVD254 2,89 ± 0,014 n. d. 
 
Tabla 13. Grado alcohólico alcanzado y frecuencia de transformación que presentan las 7 cepas 
de levaduras seleccionadas por su alta actividad PG. Sólo se determinó la frecuencia de 
transformación en las cuatros cepas que mayor grado alcohólico alcanzaron. 
n. d. : no determinado. 
 
2.2. Secuenciación de las zonas de interés en el genóma de la 
cepa CECT 1926 
El primer paso en el proceso de diseño y construcción de un fragmento de ADN que 
tras su integración cromosómica consiga el objetivo de evolucionar la cepa de levadura 
en el sentido de potenciar y aumentar su actividad endopoligalacturonasa, ha sido el 
establecimiento de las secuencias de cada uno de los genes relacionados con dicho 
objetivo: el gen PGU1, el promotor del gen PGU1 (PPGU1) y el promotor del gen de la 
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (PTDH3). Con tal fin se amplificaron por PCR 
y luego se secuenciaron las zonas del genoma que contenían los genes de interés. En las 
reacciones de amplificación por PCR se utilizaron un conjunto de cebadores diseñados 
a partir de las secuencias que se encuentran en la base de datos del genoma de S. 
cerevisiae.  
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En la Tabla 14 se indican los cambios que aparecen en la cepa CECT 1926 con respecto 
a las secuencias presentes en la base de datos SGD. 
 
 
































Tabla 14. Cambios en las secuencias de PPGU1, PGU1 y PTDH3 que presenta la cepa CECT 
1926 con respecto a las secuencias depositadas en SGD. 
 
2.3. Diseños y estrategia de las reacciones de PCR utilizadas 
para la construcción del fragmento de integración       
FGEPO-PGU1  
A continuación se describen las reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento denominado FGEPO-PGU1 (del inglés Fragment for Genomic Evolution with 
Pop Out of PGU1 gene) que, posteriormente a su inserción cromosómica mediante 
recombinación homóloga, sustituirá al promotor original del gen PGU1 por el promotor 
del gen PGK1 y que, al mismo tiempo, integrará torrente abajo del promotor del gen 
PGU1 el casete de selección construido con anterioridad. Dicha construcción permite la 
sobreexpresión del gen PGU1 y a la vez la perdida del casete de selección, después del 
crecimiento de la cepa evolucionada en un medio no selectivo. Para la construcción del 
fragmento final se necesitaron 9 reacciones de PCR. En la Figura 11 se ilustra el 
diagrama de las reacciones de PCR utilizadas, que se detallan a continuación: 
 
a) Amplificación por PCR del casete de selección 
A partir de ADN genómico de WT-410, se amplificó por PCR un fragmento de 3.688 
pb conteniendo el casete de selección con una zona de solapamiento en 5' con el 
extremo 3' del promotor del gen PGU1 de la cepa CECT 1926. 
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Como cebador directo híbrido se utilizó el cebador PGKPPGUFD que consta de una 
secuencia de 18 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen PGU1 situada 
justo antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del mismo gen y seguida por 
una secuencia de 25 nucleótidos homóloga a región promotora del gen PGK1 situada 
769 pb antes del ATG de inicio del gen YAP1. Como cebador reverso se utilizó YAPR3, 
que consta de una secuencia de 22 nucleótidos complementaria a la secuencia de una 




Figura 11. Diagrama de las reacciones de PCR realizadas para la obtención del fragmento 
denominado FGEPO-PGU1 que, una vez insertado en el ADN genómico de CECT 1926, permite la 
sobreexpresión del gen PGU1 y a la vez la pérdida del casete de selección. 
 
b) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el promotor del 
gen PGU1 
A partir del ADN genómico de la cepa CECT 1926, se amplificó por PCR el fragmento 
del promotor del gen PGU1. El cebador directo que se ha utilizado (PGU2D) contiene 
una secuencia de 22 nucleótidos homóloga a una región del genoma situada 1.728 pb 
antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del gen PGU1. El cebador reverso 
(PGUPGKFR) consta de una secuencia de 19 nucleótidos complementaria a la 
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secuencia del promotor del gen PGK1 y situada 769 pb antes del ATG de inicio de la 
pauta de lectura abierta de dicho gen seguida por una secuencia de 25 nucleótidos 
complementaria a la región promotora del gen PGU1 y situada justo antes del ATG de 
inicio del mismo gen. El fragmento resultante de la amplificación contiene una 
secuencia de 1.747 pb conteniendo el promotor del gen PGU1 de la cepa CECT 1926 
con una zona de solapamiento en 3' con el extremo 5' del casete de selección. 
 
c) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el gen PGU1  
El cebador híbrido directo que se ha utilizado (PGUPGKFD) contiene una secuencia de 
20 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen PGK1 situada justo antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del mismo gen y seguida por una secuencia 
de 30 nucleótidos homóloga a la pauta de lectura abierta del gen PGU1 desde el ATG 
de inicio. El cebador reverso (PGU1R) contiene una secuencia de 20 nucleótidos 
complementaria a una región del genoma situada 314 pb desde el final de la pauta de 
lectura abierta del gen PGU1. El fragmento resultante de la amplificación contiene una 
secuencia de 1.420 pb conteniendo el gen PGU1 de la cepa CECT 1926 con una zona 
de solapamiento en 5' con el extremo 3' del promotor de la PGK1 del casete de 
selección. 
 
d) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el promotor del 
gen PGK1  
A partir de ADN genómico de WT-410 se amplificó por PCR un fragmento de 1.327 pb 
conteniendo el promotor del gen PGK1 con una zona de solapamiento en 5' con el 
extremo 3' del terminador del gen YAP1 de la misma cepa. 
Como cebador directo híbrido se utilizó el cebador híbrido PPGKF5D que consta de 
una secuencia de 20 nucleótidos homóloga a la región terminadora del gen YAP1 
situada 412 pb después del final de la pauta de lectura abierta del mismo gen y seguida 
por una secuencia de 25 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen PGK1 
situada 769 pb antes del ATG de inicio del mismo gen. Como cebador reverso se utilizó 
PGKINT1R, ya descrito en el apartado 1.2. 
 
e) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el gen YAP1 y su 
terminador 
A partir del ADN genómico de la cepa WT-410, se amplificó por PCR un fragmento 
conteniendo el gen YAP1. El cebador directo (YAPD) que se ha utilizado contiene una 
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secuencia de 37 nucleótidos homóloga a la secuencia de la pauta de lectura abierta del 
gen YAP1 desde el ATG de inicio. Como cebador reverso se ha utilizado YAPTERR, 
que consta de una secuencia de 24 nucleótidos complementaria a la región terminadora 
del gen YAP1 y situada 431 pb desde el final de la pauta de lectura abierta del mismo 
gen. El fragmento resultante de la amplificación de 2.384 pb contiene la secuencia 
completa de la pauta de lectura abierta del gen YAP1 y su terminador. 
 
f) Fusión mediante amplificación por PCR de los fragmentos obtenidos en 
los pasos (a) y (b) 
El cebador directo (PGU3D) contiene una secuencia de 22 nucleótidos homóloga a la 
región promotora del gen PGU1 situada 1.708 pb antes del ATG de inicio de la pauta de 
lectura abierta del mismo gen, mientras que se ha utilizado como cebador reverso 
interno el denominado YAPTERR. Utilizando estos cebadores y partiendo de los dos 
fragmentos a fusionar (que presentan una zona de 37 nucleótidos en el extremo 3’ de la 
cadena de Watson de uno de los fragmentos que es complementaria con otra zona de 
igual longitud del extremo 3’ de la cadena de Crick del otro fragmento), se obtendrá tras 
la reacción de PCR un nuevo fragmento conteniendo la región promotora del gen PGU1 
de 1.708 pb situada justo antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho 
gen, seguida por la secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes 
del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, fusionada con la 
secuencia de 2.384 pb del gen YAP1 y su terminador. La longitud total del fragmento es 
de 4.861 pb. 
 
g) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (d) y (e)  
El cebador directo interno que se ha utilizado (YAP2D) contiene una secuencia de 21 
nucleótidos homóloga a una región del gen YAP1 situada 203 pb después del inicio de la 
pauta de lectura abierta del mismo gen, mientras que se ha utilizado como cebador 
reverso interno el denominado PPGK1R (ver apartado 1.2.). Utilizando estos cebadores 
y partiendo de los dos fragmentos a fusionar (que presentan una zona de 20 nucleótidos 
en el extremo 3’ de la cadena de Watson de uno de los fragmentos que es 
complementaria con otra zona de igual longitud del extremo 3’ de la cadena de Crick 
del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de PCR un nuevo fragmento 
conteniendo la parte final del gen YAP1 seguida de su terminador, fusionada con la 
secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio 
de la pauta de lectura abierta de dicho gen. La longitud del fragmento es de 2.950 pb. 
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h) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (g) y (c) 
El cebador directo interno que se ha utilizado (YAP3D) contiene una secuencia de 22 
nucleótidos homóloga a la secuencia del gen YAP1 situada 1.662 pb después del inicio 
de la pauta de lectura abierta del mismo gen, mientras que se ha utilizado como reverso 
un cebador (PGU2R) que consta de una secuencia de 20 nucleótidos complementaria a 
la secuencia del gen PGU1 situada 793 pb después del ATG de inicio del gen PGU1. 
Utilizando estos cebadores y partiendo de los dos fragmentos a fusionar (que presentan 
una zona con la misma secuencia y situada en uno de los fragmentos en su extremo 3’ y 
en el otro en su extremo 5´), se obtendrá tras la reacción de PCR un nuevo fragmento 
formado por una secuencia de 723 pb de longitud, situada 1.662 pb después del 
comienzo de la pauta de lectura abierta del gen YAP1, y que comprende el final de dicha 
pauta junto con la región correspondiente al terminador del gen YAP1, seguida por la 
secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio 
de la pauta de lectura abierta de dicho gen y fusionada con la secuencia de los primeros 
793 nucleótidos del gen PGU1. La longitud total del fragmento es de 2.285 pb. 
 
i) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (h) y (f) 
El cebador directo interno que se ha utilizado (PGU1D) contiene una secuencia de 18 
nucleótidos homóloga a la secuencia del promotor del gen PGU1 situada 819 pb antes 
del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del mismo gen, mientras que se ha 
utilizado como cebador reverso, un cebador interno (PGU3R) que consta de una 
secuencia de 20 nucleótidos complementaria a la secuencia del gen PGU1 situada 523 
pb después del ATG de inicio de dicho gen. Utilizando estos cebadores y partiendo de 
los dos fragmentos a fusionar (que presentan una zona de 723 nucleótidos en el extremo 
3’ de la cadena de Watson de uno de los fragmentos que es complementaria con otra 
zona de 723 nucleótidos del extremo 3’ de la cadena de Crick del otro fragmento), se 
obtendrá tras la reacción de PCR un fragmento nuevo denominado FGEPO-PGU1 (Genomic 
Evolution con Pop Out de PGU1) que consta de: la secuencia de la región promotora 
del gen PGU1 de la cepa CECT 1926 situada 819 pb antes del ATG de inicio de la 
pauta de lectura abierta de dicho gen, seguida por la secuencia de la región promotora 
del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de 
dicho gen, fusionada con la secuencia de 2.384 nucleótidos de la pauta de lectura 
abierta del gen YAP1 y de su terminador, seguida por la secuencia de la región 
promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura 
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abierta de dicho gen, fusionada con los primeros 523 nucleótidos de la pauta de lectura 
abierta del gen PGU1. La longitud total de FGEPO-PGU1 es de 5.264 pb. 
Los resultados de todas las reacciones de amplificación y de fusión efectuadas hasta 
obtener el fragmento de integración FGEPO-PGU1 se presentan en la Figura 12 y como se 
puede observar en el carril correspondiente al pocillo 10 de la misma, además del 
fragmento de interés se amplifica un fragmento de 2.111 pb correspondiente a la 
secuencia de la región promotora del gen PGU1 de la cepa CECT 1926 situada 819 pb 
antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, seguida por la 
secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio 
de la pauta de lectura abierta de dicho gen, fusionada con los primeros 523 nucleótidos 




Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos en las 
distintas reacciones de amplificación y de fusión realizadas a lo largo de la construcción del 
fragmento de integración FGEPO-PGU1: (d) (pocillo 1); (e) (pocillo 2); (c) (pocillo 3); (b) (pocillo 
4); (a) (pocillo 5); (g) (pocillo 7); (h) (pocillo 8); (f) (pocillo 9); (i) (pocillo 10). Los patrones de 
pesos moleculares utilizados han sido el TrackIt
TM
 100 bp DNA Ladder (pocillo 6) y el ADN 
del fago λ cortado con la endonucleasa de restricción HindIII (pocillo 11). 
 
Para intentar evitar que la fusión de los fragmentos (h) y (f) ocurriera en la región 
promotora del gen PGK1 (ya que los dos fragmentos a fusionar contienen la secuencia 
de 769 pb correspondiente al promotor de dicho gen), se ha construido el fragmento (h) 
de forma que contuviera en el extremo 5’ una muy extensa zona de solapamiento de 
723 nucleótidos con el extremo 3’ del fragmento (f). Sin embargo, esta medida no ha 
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evitado que, en parte, la reacción de fusión entre los 2 fragmentos ocurra en el sitio 
equivocado. En las transformaciones se utilizó por lo tanto una mezcla de FGEPO-PGU1 y 
del fragmento espúreo que se forma, ya que los transformantes portadores del mismo 
no se seleccionarán al no llevar el casete de selección, aunque pudiera ser que su 
presencia afectase a la frecuencia de transformación.  
Como se puede observar en la Tabla 15, la FT es prácticamente la misma cuando se 
utiliza FGEPO-PGU1 o FGE-PGU1, por lo tanto la presencia del fragmento de 2.111 pb no 
parece afectar negativamente a la frecuencia de transformación. 
 
2.4. Reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento de integración FGE-PGU1 
A continuación se describen las reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento denominado FGE-PGU1 (del inglés Fragment for Genomic Evolution of PGU1 
gene) que, posteriormente a su inserción cromosómica mediante recombinación 
homóloga, sustituirá al promotor original del gen PGU1 por el promotor del gen TDH3, 




Figura 13. Diagrama de las reacciones de PCR efectuadas para la obtención del fragmento 
denominado FGE-PGU1 que, una vez insertado en el ADN genómico de la cepa CECT 1926, 
permite la sobreexpresión del gen PGU1. 
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Para la construcción del fragmento final se necesitaron 7 reacciones de PCR. En la 
Figura 13 se ilustra el diagrama de las reacciones de PCR utilizadas. 
 
a) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el casete de 
selección 
Para esta amplificación, ver el paso (a) de la construcción del fragmento de 
integración FGEPO-PGU1 ( ver página 109). 
 
b) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el promotor del 
gen PGU1 
Para esta amplificación, ver el paso (b) de la construcción del fragmento de 
integración FGEPO-PGU1 (ver página 110). 
 
c) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el gen PGU1  
El cebador híbrido directo que se ha utilizado (PGUTDHFD) contiene una secuencia de 
20 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen TDH3 situada justo antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del mismo gen y seguida por una secuencia 
de 30 nucleótidos homóloga a la pauta de lectura abierta del gen PGU1 desde su ATG 
de inicio. Como cebador reverso se ha utilizado PGU1R (ver página 111). El fragmento 
resultante de la amplificación contiene una secuencia de 1.420 pb conteniendo el gen 
PGU1 de la cepa CECT 1926 con una zona de solapamiento en 5' con el extremo 3' del 
promotor del gen TDH3. 
 
d) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el promotor del 
gen TDH3  
El cebador híbrido directo que se ha utilizado (PTDHYAPFD) contiene una secuencia 
de 20 nucleótidos homóloga a la región terminadora del gen YAP1 situada 412 pb 
después del fin de la pauta de lectura abierta del mismo gen y seguida por una secuencia 
de 27 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen TDH3 situada 851 pb antes 
del ATG de inicio del mismo gen. Como cebador reverso se ha utilizado PTDH1R, que 
consta de una secuencia de 26 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen 
TDH3 y de las primeras 3 bases de la pauta de lectura abierta del mismo gen. El 
fragmento resultante de la amplificación contiene una secuencia de 874 pb conteniendo 
la región promotora del gen TDH3 de la cepa CECT 1926 con una zona de 
solapamiento en 5' con el extremo 3' del terminador del gen YAP1. 
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e) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (a) y (b) 
Para esta amplificación, ver el paso (f) de la construcción del fragmento de 
integración FGEPO-PGU1 (ver página 112). 
 
f) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (c) y (d) 
Se ha utilizado como cebador directo PTDHYAPFD y como reverso PGU2R (ver 
página 113). Utilizando estos cebadores y partiendo de los dos fragmentos a fusionar 
(que presentan una zona de 23 nucleótidos en el extremo 3’ de la cadena de Watson de 
uno de los fragmentos que es complementaria con otra zona de 37 nucleótidos del 
extremo 3’ de la cadena de Crick del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de 
PCR un nuevo fragmento conteniendo una secuencia de 20 nucleótidos homóloga al 
extremo 3` del terminador del gen YAP1 situada 431 pb desde el fin de la pauta de 
lectura abierta del mismo gen fusionada con la región promotora del gen TDH3 de 851 
pb situada justo antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, 
seguida por la secuencia de los primeros 793 nucleótidos del gen PGU1. La longitud 




Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos a lo largo 
de la construcción de FGE-PGU1: (d) (pocillo 2); (c) (pocillo 3); (a) (pocillo 4); (b) (pocillo 5); (e) 
(pocillo 7); (f) (pocillo 8); (g) (pocillo 9). Los patrones de peso molecular utilizados han sido el 
100 bp DNA Ladder (pocillo 1) y el ADN del fago λ cortado con la endonucleasa de restricción 
HindIII (pocillo 6). 
 
g) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (e) y (f)  
Los cebadores internos que se han utilizado han sido PGU1D y PGU3R. Utilizando 
estos cebadores y partiendo de los dos fragmentos a fusionar (que presentan una zona 
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de 21 nucleótidos en el extremo 3’ de la cadena de Watson de uno de los fragmentos 
que es complementaria con otra zona de 21 nucleótidos del extremo 3’ de la cadena de 
Crick del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de PCR un fragmento nuevo 
denominado FGE-PGU1 (del inglés Fragment for Genomic Evolution of PGU1 gene) que 
consta de: la secuencia de la región promotora del gen PGU1 de la cepa CECT 1926 
situada 819 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, 
seguida por la secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, fusionada con la secuencia de 
2.384 nucleótidos de la pauta de lectura abierta del gen YAP1 y de su terminador, 
seguida por la secuencia de la región promotora del gen TDH3 situada 850 pb antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, fusionada con los primeros 
523 nucleótidos de la pauta de lectura abierta del gen PGU1. La longitud total de FGE-
PGU1 es de 5.345 pb. Los resultados de todas las reacciones de amplificación y de fusión 
efectuadas hasta obtener el fragmento de integración FGE-PGU1 se presentan en la Figura 
14. 
 
2.5. Transformación de W303-1A y CECT 1926 con FGE-PGU1 y 
FGEPO-PGU1 
Los fragmentos FGE-PGU1 y FGEPO-PGU1 son los que se utilizaron para la transformación de 
las cepas W303-1A y CECT 1926 siguiendo el procedimiento descrito por Gietz y 
Woods. En el caso de la cepa W303-1A se utilizaron en cada transformación entre 2 y 8 
µg de cada fragmento, mientras que en el caso de la cepa CECT 1926, se utilizaron 
aproximadamente 10 µg del fragmento FGE-PGU1  obtenido a partir del ADN genómico 
del transformante WTP6, y 10 µg del fragmento FGEPO-PGU1 obtenido a partir del ADN 
genómico del transformante WPP45 (ver apartado 2.7.). 
En la Tabla 15 se resumen las frecuencias de transformación obtenidas con las cepas 
W303-1A y CECT 1926.  
Mediante PCR se comprobó la correcta integración de los fragmentos introducidos en el 
ADN genómico de algunos transformantes de las cepas W303-1A y CECT 1926. En las 
Figuras 15A y 15B se presenta, a modo de ejemplo, la comprobación de la integración 
de ambos fragmentos en la cepa W303-1A. En la Figura 15A el fragmento de ≈ 7.000 
pb obtenido mediante los cebadores PGU2D y PGU1R, confirma que los transformantes 
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WTP6 (pocillo 1) y WTP7 (pocillo 2) han integrado correctamente el fragmento FGE-
PGU1. 
Cepas 
Frecuencia de transformación 
pYPGE15+YAP1 FGE-PGU1 FGEPO-PGU1 
W303-1A 4,5·10
3
 29,3 / 
W303-1A 1,1·10
4
 / 33,2 
CECT 1926 5,2·10
2
 1,2 / 
CECT 1926 5,7·10
2
 / 1,7 
 
Tabla 15. Frecuencias de transformación (número de colonias/µg de ADN) de las cepas W303-
1A y CECT 1926 con el plásmido pYPGE15+YAP1 y los fragmentos FGE-PGU1 y FGEPO-PGU1. La 
transformación con el plásmido pYPGE15+YAP1 se utiliza como control de la competencia 
alcanzada en cada transformación. 
 
Con los mismos cebadores y utilizando ADN genómico de W303-1A (pocillo 4) se 
amplifica un fragmento de ≈ 3.200 pb. En la Figura 15B la banda de ≈ 7.000 pb 
obtenida mediante los cebadores PGU2D y PGU1R, confirma que el transformante 
WPP45 (pocillo 1) ha integrado correctamente el fragmento FGEPO-PGU1. Con los 
mismos cebadores y utilizando ADN genómico de W303-1A (pocillo 2) se amplifica 
una banda de ≈ 3.200 pb. 
 
2.6. Eliminación del casete de selección en un transformante 
de la cepa CECT 1926 
Para la eliminación del casete de selección se procedió de acuerdo con el protocolo ya 
descrito en el apartado de Materiales y Métodos. La cepa 1926-12T (transformante de la 
cepa CECT 1926, donde se ha integrado el fragmento FGEPO-PGU1) se creció durante 35 
pases en medio no selectivo (YPD) tras lo cual se analizaron 1.650 colónias para 
determinar su resistencia a cicloheximida. Se verificó mediante PCR la eliminación del 
casete de selección en las colonias que no presentaban resistencia a cicloheximida y, 
finalmente, en la cepa denominada 1926-12TPO se determinó la secuencia resultante 
tras el proceso de eliminación. El 0,39% del total de las colónias analizadas resultaban 
haber perdido el casete de selección.  
En la Figura 15C se representa la comprobación de la eliminación del casete de 
selección. La amplificación de un solo fragmento de 1.293 pb (pocillo 3), indica que el 
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transformante 1926-12T ha eliminado el casete de selección mediante recombinación 
homóloga. De hecho, a partir de ADN genómico de la cepa 1926-12T y utilizando en la 
reacción de amplificación los mismos cebadores (PPGK1D y PGU3R) se amplifican 2 
fragmentos de 1.293 pb y 4.437 pb (pocillo 2). Como control negativo se ha utilizado en 
la reacción de amplificación ADN genómico de CECT 1926 (pocillo 4). En la Figura 16 
se resume el proceso de integración del fragmento FGEPO-PGU1 en el ADN genómico de la 
cepa CECT 1926 y la posterior eliminación del casete de selección. El promotor del gen 
PGU1, situado en el extremo 5’ del fragmento, y el gen PGU1, situado en el extremo 
3’, son los responsables de dirigir la correcta integración por recombinación homóloga 
de FGEPO-PGU1 en el genoma de CECT 1926. El transformante 1926-12T, después de 
muchas generaciones de crecimiento en un medio sin la presión de selección de la 
cicloheximida, elimina el casete de selección mediante recombinación homóloga dando 











Figura 15 A- Comprobación mediante PCR de la correcta integración del fragmento FGE-PGU1 en 
la cepa W303-1A mediante PCR. El patrón de peso molecular utilizado ha sido el ADN del fago 
λ cortado con la endonucleasa de restricción HindIII (pocillo 3). 
B- Comprobación mediante PCR de la correcta integración de FGEPO-PGU1 en W303-1A. El 
patrón de peso molecular utilizado ha sido el ADN del fago λ cortado con la endonucleasa de 
restricción HindIII (pocillo 3). 
C- Comprobación de la eliminación del casete de selección. El patrón de peso molecular 
utilizado ha sido el 1Kbp plus DNA Ladder (pocillo 1). 
 
La eliminación del casete de selección es importante por dos motivos:  
1) De manera general, y tal y como se ha descrito en la Introducción, para aumentar la 
aceptabilidad de las levaduras modificadas genéticamente es deseable la eliminación de 
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las construcciones portadoras de los genes marcadores de resistencia, aunque en este 
caso, al no ser de naturaleza heteróloga, sino corresponder íntegramente a secuencias y 
fragmentos génicos ya presentes en el genoma y, además, siendo la cepa mejorada 
genéticamente una levadura destinada a la producción de bioetanol y no de uso 
alimentario, este objetivo presentaría escasa relevancia. No obstante, sigue siendo un 
criterio prudente y aconsejable, restringir las modificaciones genéticas al mínimo 
necesario para alcanzar el objetivo propuesto.  
2) Se puede volver a usar el mismo casete de selección para introducir en la cepa 




Figura 16. Diagrama del proceso de integración de FGEPO-PGU1 en el ADN genómico de la cepa 
CECT 1926 y de la posterior eliminación del casete de selección.  
 
2.7. Secuenciación de los transformantes obtenidos por 
integración de los distintos fragmentos conteniendo el 
gen PGU1 
Se determinó la secuencia de un transformante de W303-1A con el fragmento FGE-PGU1 
(denominado WTP6) y de un transformante de W303-1A con el fragmento FGEPO-PGU1 
(denominado WPP45).  
A partir de ADN genómico de WTP6, se amplificó por PCR el fragmento FGE-PGU1, que 
se utilizó para transformar la cepa CECT 1926. Asimismo, a partir del ADN genómico 
PPGU1 PPGK1 YAP1 t PPGK1 PGU1 FGEPO-PGU1 
ADN genómico CECT 1926 PPGU1 PGU1 
Recombinación 
homóloga 
Después de muchas 
generaciones en medio YPD 
PGU1 PPGU1 PPGK1 
PPGU1 PPGK1 YAP1 t PPGK1 PGU1 
ADN genómico 1926-12T 
ADN genómico 1926-12TPO 
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de WPP45, se amplificó por PCR el fragmento FGEPO-PGU1, que se utilizó para 
transformar la cepa CECT 1926. En cada transformación se analizó la secuencia de un 
solo transformante denominados 1926-TP6 (en el caso de la transformación con FGE-
PGU1) y 1926-12T (en el caso de la transformación con FGEPO-PGU1). De conformidad con 
lo esperado, se observó que la secuencia del fragmento integrado en el cromosoma era 
exactamente igual entre los transformantes WTP6 y 1926-TP6, y entre WPP45 y 1926-
12T. El número de cambios encontrados en la secuencia de los fragmentos integrados, 
para cada pareja de cepas, es muy bajo, no afectando en ningún caso al gen PGU1. 
Se determinó también la secuencia del fragmento resultante del proceso de eliminación 
del casete de selección en el transformante 1926-12TPO, donde se puede notar que, de 
las dos secuencias conteniendo el promotor del gen PGK1, se elimina la que 
sobreexpresa el gen YAP1. Habría que analizar la secuencia de más cepas que hubieran 
experimentado el fenómeno del “pop-out”, para establecer si la eliminación del casete 
de selección ocurre siempre mediante la eliminación del promotor que sobreexpresa 
dicho casete, o si también puede darse la eliminación del otro fragmento situado tras el 
gen YAP1. 
En la Figura 17 se ilustra gráficamente la zona secuenciada en cada transformante y los 






Figura 17. Determinación de las secuencias de los tranformantes obtenidos a partir de la cepa 
CECT 1926. Las líneas rojas representan las zonas del genóma que se han secuenciado y la 
cruces del mismo color, los cambios con respecto a la secuencia de la cepa CECT 1926.  
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2.8. Análisis fenotípico de los transformantes obtenidos por 
integración de los distintos fragmentos conteniendo el gen 
PGU1 
Se determinó cualitativamente el aumento de la actividad endopoligalacturonasa en las 
cepas evolucionadas 1926-12T, 1926-12TPO y 1926-TP6 con respecto a la cepa 
parental CECT 1926. También se determinó el contenido final de azúcares y el grado 
alcohólico del licor fermentado con dichas cepas, para comprobar que el único 
parámetro que se ha cambiado en las cepas evolucionadas ha sido la producción de la 
enzima endopoligalacturonasa. Como se puede observar en la Figura 18, hay un notable 
incremento de la actividad PG en las cepas evolucionadas, sin perjuicio en la 
producción de etanol ni en la capacidad fermentativa (datos no presentados). 
Analizando el área de los halos alrededor de las cepas (ver Figura 19), se puede estimar 




Figura 18. Determinación del aumento de la actividad PG en las cepas evolucionadas. Antes de 
realizar el inóculo se comprobó por espectrofotometría a 600 nm que el crecimiento había sido 
uniforme en las 4 cepas analizadas. Las cepas se crecieron durante 2 días a 30 ºC en medio 
YPA, y luego se lavaron con HCl 6 N. El halo alrededor de las cepas indica actividad 
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Figura 19. Valor de las áreas de los halos de hidrólisis de ácido poligalacturónico para cada cepa 
considerada. Los datos mostrados representan la media de 2 experimentos independientes. 
 
 
3. Desarrollo de una levadura industrial de 
elaboración de cerveza tipo lager con baja producción 
de diacetilo 
Utilizando la metodología de evolución genómica por diseño molecular, se evolucionó 
la cepa de levadura industrial S1, de forma que produzca menos diacetilo durante el 
proceso de fermentación. El diacetilo (2,3 butanodiona) se caracteriza por conferir a la 
cerveza un fuerte bouquet y aroma a mantequilla y, por lo tanto, representa un defecto 
en el perfil aromático del producto final. Su concentración en la cerveza no debe superar 
las 0,1 ppm y en la cerveza tipo lager es deseable que no supere las 0,05 ppm. El 
diacetilo se origina a partir de la descarboxilación no enzimática en el mosto del α-
acetolactato, un producto intermedio de la ruta de biosíntesis de la valina (Krogenus and 
Gibson). La levadura es capaz de reducir el diacetilo, a medida que difunde en el 
interior de la célula, por medio de una reductasa que utiliza como coenzima NADH, 
para producir 2,3 butanodiol, casi totalmente desprovisto de aroma. La concentración 
del diacetilo disminuye mediante el proceso de maduración (o lagering) donde es 
reutilizado por la propia levadura y se transforma en acetoina y finalmente se convierte 
en 2,3-butanodiol (ver Figura 20). Aplicando el concepto y la metodología de la 
evolución genómica por diseño molecular, se sobreexpresó el gen ILV5 de la propria 
cepa S1, gen que codifica para una isomeroreductasa que convierte el α-acetolactato en 
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cerveza y se acortará sensiblemente su proceso de lagering al haberse reducido la 
concentración de diacetilo inicial. 
 
3.1. Secuenciación de las zonas de interés en el genoma de 
la cepa S1 
El primer paso en el proceso de construcción del fragmento de integración fue el 
establecimiento de la secuencia del gen ILV5 y de su promotor en la cepa a evolucionar. 
Con tal fin se amplificó por PCR y se secuenció un fragmento genómico conteniendo el 
gen ILV5 y su promotor. En la reacción de amplificación por PCR se utilizó un conjunto 
de cebadores diseñados a partir de las secuencias que se encuentran en la base de datos 
del genoma de S. cerevisiae. 
 
Figura 20. Representación esquemática de la formación y eliminación del diacetilo por la 
levadura cervecera. 
 
Se ha encontrado sólo un cambio en la región promotora del gen ILV5 con respecto a la 
secuencia depositada en la base de datos SGD en la base de coordenada 839.478 donde 
puede leerse una Guanina en vez de una Adenina y otro cambio en la pauta de lectura 
abierta del gen ILV5 en la base de coordenada 838.838 donde puede leerse una Guanina 
en vez de una Timina.  
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3.2. Reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento de integración FGEPO-ILV5 
A continuación se describen las reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento denominado FGEPO-ILV5 que, posteriormente a su inserción cromosómica 
mediante recombinación homóloga, sustituirá al promotor original del gen ILV5 por el 
promotor del gen PGK1 y que insertará en la misma integración el casete de selección 
construido con anterioridad. Dicha construcción permite la sobreexpresión del gen ILV5 
y, a la vez, la posterior eliminación del casete de selección, después del crecimiento de 
la cepa evolucionada en un medio no selectivo. Para la construcción del fragmento final 
se necesitaron 9 reacciones de PCR. En la Figura 21 se ilustra el diagrama de las 
reacciones de PCR utilizadas. 
 
 
Figura 21. Diagrama de las reacciones de PCR llevadas a cabo para la obtención del fragmento 
denominado FGEPO-ILV5 que, una vez insertado en el ADN genómico de la cepa S1, permite la 
sobreexpresión del gen ILV5 y, a la vez, la posterior eliminación del casete de selección. 
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a) Amplificación por PCR del casete del selección 
A partir del ADN genómico de la cepa S1-3T se amplificó por PCR un fragmento de 
3.688 pb conteniendo el casete de selección, junto con una zona de solapamiento en 5' 
con el extremo 3' del promotor del gen ILV5 de la cepa S1. 
Como cebador directo híbrido se utilizó el cebador PGKPILFD, que consta de una 
secuencia de 18 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen ILV5 situada justo 
antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del mismo gen, y seguida por una 
secuencia de 25 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen PGK1 situada 769 
pb antes del ATG de inicio del gen YAP1 del casete de selección previamente integrado 
en el genoma de S1. Como cebador reverso se utilizó YAPR3. 
 
b) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el promotor 
del gen ILV5 
A partir del ADN genómico de la cepa S1, se amplificó por PCR el fragmento génico 
correspondienter al promotor del gen ILV5. El cebador directo que se ha utilizado 
(ILV1D) contiene una secuencia de 20 nucleótidos homóloga a una región del genoma 
situada 890 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del gen ILV5. El 
cebador reverso (PILVPGKFR) consta de una secuencia de 18 nucleótidos 
complementaria a la secuencia del promotor del gen PGK1 y situada 769 pb antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen seguida por una secuencia de 
32 nucleótidos complementaria a la región promotora del gen ILV5 y situada justo antes 
del ATG de inicio del mismo gen. El fragmento resultante de la amplificación contiene 
una secuencia de 908 pb conteniendo el promotor del gen ILV5 de la cepa S1 con una 
zona de solapamiento en 3' de 18 pb con el extremo 5' del casete de selección. 
 
c) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el inicio y 
parte de la pauta de lectura abierta del gen ILV5 
Tomando como material de partida el ADN genómico de la cepa S1, se procedió a 
amplificar por PCR un fragmento que contiene el inicio y parte de la pauta de lectura 
abierta del gen ILV5. El cebador híbrido directo que se ha utilizado (ILVPPGK1D) 
contiene una secuencia de 20 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen 
PGK1 situada justo antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del mismo 
gen y seguida por una secuencia de 23 nucleótidos homóloga a la pauta de lectura 
abierta del gen ILV5 desde el ATG de inicio. El cebador reverso (ILV1R) contiene una 
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secuencia de 21 nucleótidos complementaria a una región del genoma situada 820 pb 
después del inicio de la pauta de lectura abierta del gen ILV5. El fragmento resultante de 
la amplificación contiene una secuencia de 840 pb conteniendo el gen ILV5 de la cepa 
S1 con una zona de solapamiento en 5'  de 20 pb con el extremo 3' del promotor de la 
PGK1 del casete de selección. 
 
d) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el promotor 
del gen PGK1  
Para efectuar esta amplificación se partió del ADN genómico de la cepa S1-3T y se 
siguieron los pasos descritos en el apartado (d) de la construcción del fragmento FGEPO-
PGU1 (ver página 111). 
 
e) Amplificación por PCR de un fragmento conteniendo el gen YAP1 
Para efectuar esta amplificación se partió del ADN genómico de la cepa S1-3T y se 
siguieron los pasos descritos en el apartado (e) de la construcción del fragmento 
FGEPO-PGU1 (ver página 111). 
 
f) Fusión mediante amplificación por PCR de los fragmentos 
obtenidos en los pasos (a) y (b) 
El cebador directo (ILV3D) contiene una secuencia de 23 nucleótidos homóloga a la 
región promotora del gen ILV5 situada 550 pb antes del ATG de inicio de la pauta de 
lectura abierta del mismo gen, mientras que se ha utilizado como cebador reverso 
interno el denominado YAPTERR. Utilizando estos cebadores y partiendo de los dos 
fragmentos a fusionar (que presentan una zona de 36 nucleótidos en el extremo 3’ de la 
cadena de Watson de uno de los fragmentos que es complementaria con otra zona de 36 
nucleótidos del extremo 3’ de la cadena de Crick del otro fragmento), se obtendrá tras la 
reacción de PCR un nuevo fragmento conteniendo la región promotora del gen ILV5, de 
550 pb y situada justo antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho 
gen, seguida por la secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes 
del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, fusionada con la 
secuencia de 2.384 pb del gen YAP1 y su terminador. La longitud total del fragmento es 
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g) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos  (d) y 
(e)  
Para esta fusión, se siguieron los pasos descritos en el apartado (g) de la 
construcción del fragmento FGEPO-PGU1 (ver página 112). 
 
h) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (g) y 
(c) 
Como cebador directo interno se utilizó YAP3D, mientras que como cebador reverso 
interno se utilizó ILV2R, que consta de una secuencia de 20 nucleótidos 
complementaria a la secuencia del gen ILV5 situada 767 pb después del ATG de inicio 
del gen ILV5. Utilizando estos cebadores y partiendo de los dos fragmentos a fusionar 
(que presentan una zona de 20 nucleótidos en el extremo 3’ de la cadena de Watson de 
uno de los fragmentos que es complementaria con otra zona de 20 nucleótidos del 
extremo 3’ de la cadena de Crick del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de 
PCR un nuevo fragmento conteniendo una región de 723 pb situada 1.662 pb después 
del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta del gen YAP1 y que contiene el final del 
mismo y su terminador, seguida por la secuencia de la región promotora del gen PGK1, 
situada 769 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, 
fusionada con la secuencia de los primeros 767 nucleótidos del gen ILV5. La longitud 
total del fragmento es de 2.259 pb. 
 
i) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (h) y (f)  
Se utilizó como cebador directo ILV3D, mientras que se utilizó como reverso un 
cebador interno (ILV3R) que consta de una secuencia de 22 nucleótidos 
complementaria a la secuencia del gen ILV5 situada 662 pb después del ATG de inicio 
del gen ILV5. Utilizando estos cebadores y partiendo de los dos fragmentos a fusionar 
(que presentan una zona de 723 nucleótidos en el extremo 3’ de la cadena de Watson de 
uno de los fragmentos que es complementaria con otra zona de 723 nucleótidos del 
extremo 3’ de la cadena de Crick del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de 
PCR un fragmento nuevo denominado FGEPO-ILV5 (Genomic Evolution con Pop Out de 
ILV5) que consta de: la secuencia de la región promotora del gen ILV5 de la cepa S1 
situada 550 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, 
seguida por la secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, fusionada con la secuencia de 
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2.384 pb de la pauta de lectura abierta del gen YAP1 y de su terminador, seguida por la 
secuencia de la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio 
de la pauta de lectura abierta de dicho gen, fusionada con los primeros 662 nucleótidos 
de la pauta de lectura abierta del gen ILV5. La longitud total de FGEPO-ILV5 es de 5.134 
pb. 
Como en el caso del fragmento FGEPO-PGU1, además del fragmento de interés se 
amplifica un fragmento no deseado de 1.981 pb (ver Figura 22), correspondiente a la 
secuencia de la región promotora del gen ILV5 de la cepa S1 situada 550 pb antes del 
ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen, seguida por la secuencia de 
la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio de la pauta 
de lectura abierta de dicho gen, fusionada con los primeros 662 nucleótidos de la pauta 
de lectura abierta del gen ILV5. En las transformaciones se utilizó por lo tanto una 
mezcla de FGEPO-ILV5 y del fragmento no deseado, sin que ello parezca afectar a la 
frecuencia de transformación, como se desprende de los resultados presentados en las 














Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos a lo largo 
de la construcción de FGEPO-ILV5: (d) (pocillo 1); (e) (pocillo 2); (a) (pocillo 3); (b) (pocillo 4); (c) 
(pocillo 5); (g) (pocillo 7); (h) (pocillo 8); (f) (pocillo 9); (i) (pocillo 10). Los patrones de peso 
molecular utilizados han sido el TrackIt
TM
 1 Kbp plus DNA Ladder (pocillos 6 y 11). 
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3.3. Transformación de W303-1A y S1 con FGEPO-ILV5 
El fragmento FGEPO-ILV5 se utilizó para la transformación de las cepas W303-1A y S1 
siguiendo el procedimiento descrito por Gietz y Woods. En el caso de la cepa W303-1A 
se utilizaron 1,5 µg de fragmento, mientras que en el caso de la cepa S1, se utilizaron 
aproximadamente 100 µg de fragmento FGEPO-ILV5 obtenido a partir de ADN genómico 
del transformante WPI8 (ver Tabla 17). 
En la Tabla 16 se resumen las frecuencias de transformación obtenidas con las cepas 
W303-1A y S1.  
 
Cepas 









Tabla 16. Frecuencias de transformación (número de colonias/ µg de ADN) de las cepas W303-
1A y S1 con el plásmido pYPGE15+YAP1 y el fragmento FGEPO-ILV5. La transformación con el 
plásmido pYPGE15+YAP1 se utiliza como control de la competencia alcanzada en cada 
transformación. 
 
Mediante PCR se comprobó la correcta integración de los fragmentos integrados en el 
ADN genómico de algunos transformantes de las cepas W303-1A y S1. En la Figura 23 
se presenta la comprobación de la integración de los fragmentos en la cepa S1. Los 
fragmentos a 4.035 pb (pocillo 1, obtenido mediante los cebadores ILV1D y 
YAPTERR) y a 2.292 pb (pocillo 3, obtenido mediante los cebadores YAP3D y 
ILV2R), confirman que el transformante S1-PI6 ha integrado correctamente el 
fragmento FGEPO-ILV5. Con los mismos cebadores y utilizando ADN genómico de S1 
(pocillos 2 y 4) no se amplifica ningún fragmento. Sorprendentemente, utilizando en la 
reacción de PCR los cebadores ILV3D y ILV3R, se amplifica, sea con ADN genómico 
procedente de la cepa S1 (pocillo7), o bien sea con ADN de la cepa S1-PI6 (pocillo 6), 
solamente un fragmento de 1.212 pb correspondiente al principio del gen IVL5 y a su 
promotor. Probablemente, en la reacción de PCR se favorece la amplificación del 
fragmento más pequeño, no amplificándose el fragmento conteniendo FGEPO-ILV5. Se 
comprobó que el fragmento FGEPO-ILV5 se había insertado correctamente secuenciando 
los fragmentos amplificados en los pocillos 1 y 3. 
 
  132                                                                                                              RESULTADOS                                                                                        
3.4. Eliminación del casete de selección en la cepa S1-PI6 
En la Figura 24 se resume el proceso de integración del fragmento FGEPO-ILV5 en el ADN 
genómico de la cepa S1 y la posterior eliminación del casete de selección. El promotor 
del gen ILV5, situado en el extremo 5’ del fragmento, y el gen ILV5, situado en el 
extremo 3’, son los responsables de dirigir la correcta integración por recombinación 
homóloga de FGEPO-ILV5 en el genoma de S1. 
 
 
   
Figura 23. Comprobación mediante PCR de la correcta integración de FGEPO-ILV5 en la cepa S1-
PI6. El patrón de peso molecular utilizado ha sido el TrackIt
TM
 100 pb (pocillo 5). 
 
 
El transformante S1-PI6, después de muchas generaciones de crecimiento en un medio 
sin la presión de selección de la cicloheximida, elimina el casete de selección mediante 
recombinación homóloga. Se analizaron 1.500 colónias aprox. para su resistencia a 
cerulenina y se seleccionó sólo 1 colonia que no presentaba resistencia a cerulenina (S1-
PI6PO), y mediante PCR se comprobó que, en efecto, había perdido el casete de 
selección (ver Figura 25). A partir del ADN genómico de la cepa S1-PI6 y utilizando 
como parejas de cebadores, bien PPGK1D e ILV1R, o bien YAP3D e ILV2R, se 
amplifica por PCR, bien un fragmento de 2.778 pb (pocillo 1), o bien un fragmento de 
2.292 pb (pocillo 2) respectivamente. Utilizando las mismas parejas de cebadores, a 
partir del ADN genómico de la cepa S1-PI6PO, se amplifica el mismo fragmento de 
2.778 pb (pocillo 3), mientras que no se obtiene ningún producto de amplificación 
utilizando como cebadores YAP3D e ILV2R (pocillo 4). A partir del ADN genómico de 
la cepa S1, y utilizando como cebadores PPGK1D e ILV1R, no se obtiene ningún 
producto de amplificación (pocillo 6). 






























Figura 24. Diagrama del proceso de integración de FGEPO-ILV5 en el ADN genómico de la cepa S1 
y de la posterior eliminación del casete de selección.  
 
A diferencia de la cepa 1926-12T, la eliminación del casete de selección en la cepa S1-
PI6 es importante bien para aumentar la aceptabilidad del consumidor hacia una cerveza 
producida con este tipo de levadura, bien para reutilizar el mismo casete de selección 




Figura 25. Comprobación de la eliminación del casete de selección en la cepa S1-PI6PO El 
patrón de peso molecular utilizado ha sido el TrackIt
TM
 1 Kbp plus DNA Ladder (pocillo 3). 
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3.5. Secuenciación de los transformantes obtenidos con el 
fragmento FGEPO-ILV5  
Se determinó la secuencia de 4 transformantes de W303-1A con que habían integrado 
el fragmento FGEPO-ILV5. Entre los transformantes analizados, el denominado como 
WPI8 no presenta ningún cambio en la secuencia del fragmento integrado en el 



















WPI2 204 G A Ser Arg / / / 
WPI7 / / / / / -379 G A 
WPI8 / / / / / / / / 
WPI10 / / / / / 
-577 T C 
-568 C T 
S1-PI6 / / / / / / / / 
 
Tabla 17. Transformantes secuenciados y cambios en la secuencia integrada tras la 
transformación de las cepas W303-1A y S1 con el fragmento FGEPO-ILV5. En el encuadre rojo se 
indica el transformante de W303-1A que no presenta cambios en la secuencia integrada. En el 
sombreado rosa se presentan los datos correspondientes al único transformante analizado al 
integrar el fragmento FGEPO-ILV5 en la cepa S1 (S1-PI6), que no presenta ningún cambio en la 
secuencia integrada. 
 
A partir del ADN genómico de WPI8, se amplificó por PCR el fragmento FGEPO-ILV5, 
que se utilizó para transformar la cepa S1. Entre todos los transformantes obtenidos se 
analizó la secuencia de uno solo, denominado S1-PI6. Como era de esperar, se observó 
que la secuencia del fragmento integrado en el cromosoma era exactamente igual en 
WPI8 y S1-PI6 y que por lo tanto no había ningún cambio con respecto a la secuencia 
de S1. 
 
3.6. La sobreexpresión del gen ILV5 en la cepa S1-PI6 
disminuye la producción de diacetilo  
Como se puede observar en la Figura 26, y bajo las condiciones de un proceso de 
microfermentación en el laboratorio (ver Materiales y Métodos), la cepa evolucionada 
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S1-PI6 consigue disminuir en más de 10 días, con respecto a la cepa original S1, el 
tiempo necesario para que la concentración de diacetilo esté al nivel que la práctica 
industrial considera aceptable para dar por finalizado el proceso de “lagering”. Con solo 
10 días de “lagering” la concentración de diacetilo en la cerveza fermentada por la cepa 
S1-PI6 es igual a 0,086 ppm, mientras que la concentración del diacetilo en la cerveza 
fermentada por la cepa silvestre baja de las 0,1 ppm sólo en el día 20 de “lagering”. 
Además, con la cepa S1-PI6 se consigue disminuir la producción de diacetilo de un 
34,0% con respecto a la cepa silvestre considerando el punto de máxima concentración 
alcanzada durante la fermentación para cada cepa, mientras que al final del período de 

























Figura 26. Evolución de la concentración de diacetilo durante la fermentación y el período de 
guarda de un mosto industrial inoculado con las cepas S1 y S1-PI6. La línea roja indica el 
umbral de concentración de diacetilo del que hay que descender para dar por finalizado el 
proceso de maduración. 
 
El consumo de los azúcares (ver Figura 27A) así como la producción de alcohol (ver 
Figura 27C) durante el proceso de fermentación no resultan alterados tras la 
reordenación cromosomica realizada. Por otro lado, se nota un pequeño decremento del 
pH del mosto fermentado con la cepa S1-PI6 con respecto al fermentado con la cepa S1 
(ver Figura 27B). El gen ILV5 contribuye al mantenimiento del ADN mitocondrial y su 
sobreexpresión puede causar una variación en la producción de compuestos aromáticos 
y ácidos orgánicos. Por lo tanto, es posible que esa pequeña diferencia de pH sea debida 
a una variación en la producción de ácidos de la cepa S1-PI6 con respecto a la cepa 
silvestre. 




























Figura 27. Evolución del ºBx (A), pH (B), y grado alcohólico (C) durante la fermentación de un 
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4. Desarrollo de una levadura vínica con mayor 
capacidad de crecimiento a bajas temperaturas 
Se aplicó la metodología de evolución genómica por diseño molecular, para intentar 
mejorar el crecimiento a baja temperatura de la cepa M69, una levadura industrial 
utilizada para la producción de vino blanco. En este caso se ha intentado obtener el 
fenotipo buscado mediante inactivación del gen INP51. El gen INP51 codifica una 
enzima inositol polifosfato 5-fosfatasa, implicada en la homeostasis del inositol 4, 5-
difosfato, cuya pérdida de función provoca la acumulación de dicho metabolito y, según 
se ha descrito en la literatura, un aumento de la tolerancia al frío (Stolz et al., 1998). Por 
tanto, se diseñó una reordenación génica de forma que condujese a la inactivación del 
gen INP51 por inserción, en mitad de su pauta de lectura abierta, del casete de selección 
obtenido con anterioridad. Además, en posición 3’ con respecto al casete de selección, 
se insertó una secuencia conteniendo el promotor del gen INP51. De tal forma, cuando 
el fragmento se inserta por recombinación homóloga en el ADN genómico de la cepa a 
evolucionar, se obtiene la repetición del promotor del gen INP51, permitiendo la 
perdida del casete de selección después del crecimiento de la cepa evolucionada en un 
medio no selectivo. 
 
4.1. Secuenciación de las zonas de interés en el genoma de 
la cepa M69 
El primer paso en el proceso de construcción del fragmento de integración fue el 
establecimiento de la secuencia del gen INP51 y de su promotor en el genoma de la 
cepa a evolucionar. Con tal fin se amplificó por PCR y se secuenció un fragmento 
genómico conteniendo el gen INP51 y su promotor. En la reacción de amplificación por 
PCR se utilizó un conjunto de cebadores diseñados a partir de las secuencias que se 
encuentran en la base de datos del genoma de S. cerevisiae. Del análisis de la secuencia, 
se encontraron 2 variantes que difieren en la base de coordenada 353.092, donde puede 
leerse alternativamente una Citosina o una Timina según la secuencia del alelo 
considerado (en la secuencia publicada en la base de datos de SGD hay una Timina). 
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4.2. Reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento de integración FGEPO-INP51 
A continuación se describen las reacciones de PCR utilizadas para la construcción del 
fragmento denominado FGEPO-INP51 que, posteriormente a su introducción cromosómica 
mediante recombinación homóloga, inactivará al gen INP51 por inserción, en mitad de 
su pauta de lectura abierta, del casete de selección construido con anterioridad. En la 





Figura 28. Diagrama de las reacciones de PCR llevadas a cabo para la obtención del fragmento 
denominado FGEPO-INP51 que, una vez insertado en el ADN genómico de la cepa M69, permite la 
inactivación del gen INP51 y, a la vez, la posterior eliminación del casete de selección. 
 
a) Amplificación por PCR del casete del selección 
A partir del ADN genómico de la cepa S1-3T, se amplificó por PCR un fragmento de 
3.688 pb conteniendo el casete de selección y una zona de solapamiento en 5' con una 
secuencia interna al gen INP51 de la cepa M69.      
Como cebador directo híbrido se utilizó PGKINP1D, que consta de una secuencia de 17 
nucleótidos homóloga a la secuencia del gen INP51 situada 795 pb después del ATG de 
inicio de la pauta de lectura abierta del mismo gen y seguida por una secuencia de 25 
PPGK1 YAP1 PINP51 INP51fin t 
PINP51     INP51 
  INP51fin 
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nucleótidos homóloga a la región promotora del gen PGK1 situada 769 pb antes del 
ATG de inicio del gen YAP1. Como cebador reverso se utilizó YAPR3. 
 
b) Amplificación por PCR de la parte inicial del gen INP51 
A partir del ADN genómico de la cepa M69, se amplificó por PCR un fragmento 
conteniendo la parte inicial de la pauta de lectura abierta del gen INP51. El cebador 
directo que se ha utilizado (PINP1D) contiene una secuencia de 21 nucleótidos 
homóloga a la región promotora del gen INP51 situada 985 pb antes del ATG de inicio 
de la pauta de lectura abierta del mismo gen. El cebador reverso (INPPGK1R) consta de 
una secuencia de 19 nucleótidos complementaria a la secuencia del promotor del gen 
PGK1 y situada 769 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho 
gen, seguida por una secuencia de 26 nucleótidos complementaria a la región de la 
pauta de lectura abierta del gen INP51 situada 812 pb después del ATG de inicio del 
mismo gen. El fragmento resultante de la amplificación contiene una secuencia de 1.816 
pb conteniendo los primeros 812 nucleótidos del gen INP51 de la cepa M69 con una 
zona de 19 pb en 3' que solapa con el extremo 5' del casete de selección. 
 
c) Amplificación por PCR del promotor del gen INP51  
El cebador híbrido directo que se ha utilizado (PINPYAPTD) contiene una secuencia de 
20 nucleótidos homóloga a la región terminadora del gen YAP1 de la cepa S1-3T, 
situada 412 pb después del fin de la pauta de lectura abierta del mismo gen, seguida por 
una secuencia de 22 nucleótidos homóloga a la región promotora del gen INP51 situada 
983 pb antes del ATG de inicio del mismo gen. Como cebador reverso se ha utilizado 
PINP1R que consta de una secuencia de 26 nucleótidos complementaria a la región 
promotora del gen INP51 y situada 121 pb antes del ATG de inicio del mismo gen. El 
fragmento resultante de la amplificación contiene una secuencia de 883 pb conteniendo 
el promotor del gen INP51 de la cepa M69 con una zona de solapamiento en 5' con el 
terminador del gen YAP1 de la cepa S1-3T. 
 
d) Amplificación por PCR de la parte final del gen INP51 
A partir del ADN genómico de la cepa M69, se amplificó por PCR un fragmento 
conteniendo la parte final de la pauta de lectura abierta del gen INP51. El cebador 
híbrido directo que se ha utilizado (INPBD) contiene una secuencia de 22 nucleótidos 
homóloga a la región promotora del gen INP51 situada 279 pb antes del ATG de inicio 
de la pauta de lectura abierta del mismo gen, seguida por una secuencia de 23 
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nucleótidos homóloga a la pauta de lectura abierta del gen INP51 y situada 1.366 pb 
después del ATG de inicio del mismo gen. El cebador reverso (INP1R) consta de una 
secuencia de 21 nucleótidos complementaria a la secuencia del gen INP51 situada 2.652 
pb después del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen. La longitud 
total del fragmento resultante es de 1.309 pb. Dicho fragmento contiene una secuencia 
de 1.287 pb de la parte final del gen INP51 de la cepa M69, con una zona de 22 pb en 5’ 
que solapa con el extremo 3` del fragmento del promotor del gen INP51 amplificado en 
el apartado (c). 
 
e) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (a) y 
(b) 
Como cebador directo interno se utilizó PINP2D, que consta de una secuencia de 21 
nucleótidos homóloga al gen INP51 y situada 57 pb después del ATG de inicio del 
mismo gen, mientras que como cebador reverso interno se utilizó YAPTERR. 
Utilizando estos cebadores y partiendo de los dos fragmentos a fusionar (que presentan 
una zona de 36 nucleótidos en el extremo 3’ de la cadena de Watson de uno de los 
fragmentos que es complementaria con otra zona de 36 nucleótidos del extremo 3’ de la 
cadena de Crick del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de PCR un nuevo 
fragmento conteniendo una parte del gen INP51 de 756 pb situada entre las bases 57 y 
812 del mismo gen, seguida por la secuencia de la región promotora del gen PGK1 
situada 769 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho gen 
fusionada con la secuencia de 2.384 pb de la pauta de lectura abierta del gen YAP1 y su 
terminador. La longitud total del fragmento es de 3.909 pb. 
 
f) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (e) y (c) 
Como cebador directo interno se utilizó PINP3D, que consta de una secuencia de 22 
nucleótidos homóloga al gen INP51 y situada 84 pb después del ATG de inicio del 
mismo gen, mientras que como cebador reverso interno se utilizó PINP2R que consta de 
una secuencia de 23 nucleótidos complementaria a la región promotora del gen INP51 
situada 280 pb antes del ATG de inicio del mismo gen. Utilizando estos cebadores y 
partiendo de los dos fragmentos a fusionar (que presentan una zona de 20 nucleótidos 
en el extremo 3’ de la cadena de Watson de uno de los fragmentos que es 
complementaria con otra zona de 20 nucleótidos del extremo 3’ de la cadena de Crick 
del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de PCR un nuevo fragmento 
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conteniendo una región de la pauta de lectura abierta del gen INP51 de 729 pb situada 
entre las bases 84 y 812 de dicho gen, seguida por la secuencia de la región promotora 
del gen PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de 
dicho gen fusionada con la secuencia de 2.384 pb de la pauta de lectura abierta del gen 
YAP1 y su terminador, seguida por la secuencia de la región promotora de INP51 de 
704 pb situada entre las bases 280 y 983 antes del ATG de inicio del mismo gen. La 
longitud total del fragmento es de 4.686 pb. 
 
g) Fusión por PCR de los fragmentos obtenidos en los pasos (f) y 
(d) 
Como cebador directo interno se utilizó PINP4D, que consta de una secuencia de 22 
nucleótidos homóloga al gen INP51 y situada 94 pb después del ATG de inicio del 
mismo gen, mientras que como cebador reverso interno se utilizó INP2RB que consta 
de una secuencia de 23 nucleótidos complementaria a la pauta de lectura abierta del gen 
INP51 situada 2.630 pb después del ATG de inicio del mismo gen. Utilizando estos 
cebadores y partiendo de los dos fragmentos a fusionar (que presentan una zona de 22 
nucleótidos en el extremo 3’ de la cadena de Watson de uno de los fragmentos que es 
complementaria con otra zona de 22 nucleótidos del extremo 3’ de la cadena de Crick 
del otro fragmento), se obtendrá tras la reacción de PCR un nuevo fragmento 
conteniendo una parte de la región inicial del gen INP51 de 719 pb situada entre las 
bases 94 y 812 de dicho gen, seguida por la secuencia de la región promotora del gen 
PGK1 situada 769 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho 
gen, fusionada con la secuencia de 2.384 pb de la pauta de lectura abierta del gen YAP1 
y su terminador, seguida por la secuencia de la región promotora de INP51 de 704 pb 
situada entre las bases 280 y 983 antes del ATG de inicio del mismo gen, fusionada con 
la parte final del gen INP51 de 1.265 pb situada entre las bases 1.366 y 2.630. La 
longitud total del fragmento FGEPO-INP51 es de 5.841 pb.  
Los resultados de todas las reacciones de amplificación y de fusión efectuadas hasta 
obtener el fragmento de integración FGEPO-INP51 se presentan en la Figura 29. 
 
4.3. Transformación de W303-1A y M69 con FGEPO-INP51 
El fragmento FGEPO-INP51 se utilizó para la transformación de las cepas W303-1A y M69 
siguiendo el procedimiento descrito por Gietz y Woods. En el caso de la cepa W303-1A 
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se utilizó 1 µg de fragmento, mientras que en la cepa M69, se utilizaron 
aproximadamente 10 µg de fragmento FGEPO-INP51, obtenido a partir del ADN genómico 




Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos a lo largo 
de la construcción de FGEPO-INP51: (b) (pocillo 2); (a) (pocillo 3); (c) (pocillo 4); (d) (pocillo 5); (e) 
(pocillo 7); (f) (pocillo 8); (g) (pocillo 9). El patrón de peso molecular utilizado ha sido el 
TrackIt
TM
 1 Kbp plus DNA Ladder (pocillos 1 y 6). 
 
En la Tabla 18 se resumen las frecuencias de transformación obtenidas con las cepas 













Tabla 18. Frecuencias de transformación (número de colonias/ µg de ADN) de las cepas W303-
1A y M69 con el plásmido pYPGE15+YAP1 y el fragmento FGEPO-INP51. La transformación con 
el plásmido pYPGE15+YAP1 se utiliza como control de la competencia alcanzada en cada 
transformación. 
 
Mediante PCR se comprobó la correcta integración de los fragmentos introducidos en el 
ADN genómico de algunos transformantes de las cepas W303-1A y M69 (ver Figura 
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mediante los cebadores PINP4D e INP2RB), confirman que el transformante M69DI1 
ha integrado el fragmento FGEPO-INP51 en uno de los dos alelos del gen INP51. Las cepas 
que no han sido transformadas, sólo amplifican la banda a 2.516 pb (pocillos 2, 3, 4 y 
5).  
En la Figura 30B, el fragmento a 5.860 pb (pocillo 1, obtenido mediante los cebadores 
PINP4D y INP2RB) confirma que el transformante M69DI6 ha integrado el fragmento 
FGEPO-INP51 en el ADN genómico de M69. La ausencia de la banda a 2.516 pb revela que 
el fragmento se ha integrado en los dos alelos del gen INP51. A partir de ADN 
genómico de M69 y con las mismas condiciones de PCR se amplifica un fragmento de 
2.516 pb (pocillo 2).  
 










Figura 30. Comprobación mediante PCR de la correcta integración del fragmento FGEPO-INP51 en 
la cepa M69. A- El fragmento FGEPO-INP51 se ha integrado sólo en un alelo del gen INP51 
(transformante M69DI1).  B- El fragmento FGEPO-INP51 se ha integrado en los dos alelos del gen 
INP51 (transformante M69DI6). En las dos figuras el patrón de peso molecular utilizado ha sido 
el TrackIt
TM
 1 Kbp plus DNA Ladder. 
 
4.4. Secuenciación de los transformantes obtenidos con el 
fragmento FGEPO-INP51 
Se determinó la secuencia de 4 transformantes de W303-1A que habían integrado el 
fragmento FGEPO-INP51. Entre los transformantes analizados, el denominado WDINP5 no 
presenta ningún cambio en la secuencia del fragmento integrado en el cromosoma con 
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A partir del ADN genómico de WDINP5, se amplificó por PCR el fragmento FGEPO-
INP51, que se utilizó para transformar la cepa M69. En esta transformación se analizó la 






































WDINP5 / / / / / / / / 
WDINP6 / / / / / 







M69-DI1 / / / / / / / / 
 
Tabla 19. Transformantes secuenciados y cambios en la secuencia integrada tras la 
transformación  de las cepas W303-1A y M69 con el fragmento FGEPO-INP51. En el encuadre rojo 
se indica el transformante de W303-1A sin cambios en la secuencia integrada. En el sombreado 
rosa se indica el transformante M69-DI1 que no presenta ningún cambio en la secuencia 
integrada. 
  
Como era de esperar, se observó que la secuencia del fragmento integrado en el 
cromosoma era exactamente igual en las cepas WDINP5 y M69DI1 y que, por lo tanto, 
no se han introducidos cambios con respecto a las secuencias originales y presentes en 
la cepa M69. 
 
4.5. La inactivación de INP51 no incrementa la resistencia al 
frio en cepas industriales 
Tras el análisis genético de los transformantes, se procedió a comprobar su fenotipo, en 
relación con la capacidad de crecimiento a bajas temperaturas, mediante un bioensayo 
según ya se describió en el apartado de Materiales y Métodos. Como se puede observar 
en la Figura 32, la inactivación del gen INP51 no aumenta la resistencia al frío de la 
cepa M69 en ninguno de los medios de cultivos ensayados. En el caso de la cepa W303-
1A, sí se observa una mejora en el crecimiento a bajas temperaturas de los 
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transformantes con respecto a la cepa salvaje, sin embargo dicha diferencia desaparece 




Figura 31. Comparación del crecimiento a 30 ºC (condiciones control) y a 8 ºC ó 10 ºC entre la 
cepa W303-1A y WDINP6. Partiendo aproximadamente de 10
7
 células/ml de cada uno, se 




 (de izquierda a derecha) que fueron sembradas sobre 
YPD, YPD con fosfato 10 mM e YPD con exceso de triptófano (2 mg/ml). Las incubaciones a 8 
ºC y 10 ºC se llevaron a cabo durante 10 días. WDINP6 crece mejor a baja temperatura en 
medio YPD y YPD+Pi, mientras que en YPD+ trp no hay diferencia de crecimiento. 
 
El mecanismo por el cual la inactivación del gen INP51 en cepas de laboratorio confiere 
mayor capacidad de crecimiento a bajas temperaturas se desconoce. Lo que se conoce es 
que el mutante inp51 presenta una mayor velocidad de incorporación de triptófano que 
la cepa parental. Por lo tanto, es posible que las cepas de levaduras de laboratorio, 
auxótrofas para el triptófano, resulten beneficiadas de esta mayor velocidad de 
incorporación. Por otro lado, en las cepas de levaduras industriales, generalmente 
protótrofas, la incorporación de triptófano no resulta ser un factor limitante para su 
crecimiento a bajas temperaturas (González, 2009). 
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Figura 32. Comparación del crecimiento a 30 ºC (condiciones control) y 6 ºC entre las cepas 
M69, M69DI1 y M69DI6. Partiendo aproximadamente de 10
7
 células/ml de cada uno, se 




 (de izquierda a derecha) que fueron sembradas sobre 
YPD, YPD con fosfato 10 mM e YPD con exceso de triptófano (2 mg/ml). La incubación a 6 ºC 
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En este trabajo se ha desarrollado y comprobado la validez del concepto de “Evolución 
Genómica por Diseño Molecular”, así como su aplicación en el desarrollo de levaduras 
industriales con características de interés para las empresas agroalimentarias. La técnica 
puesta a punto en este trabajo, y luego aplicada para la obtención de varias cepas, tanto 
de laboratorio como industriales, con nuevas características, permite realizar “a priori” 
un diseño molecular para seleccionar una reorganización del genoma nuclear de una 
levadura que corresponda a una translocación cromosómica recíproca concreta. Dicho 
evento podría suceder de manera natural si bien en un plazo de tiempo indeterminado, 
con una probabilidad extremadamente baja y, en ausencia de presión alguna de 
selección, se perdería o quedaría diluido en el conjunto de la población celular. 
Mediante la metodología desarrollada, se puede obtener y rescatar la reordenación 
genómica deseada de manera relativamente rápida y de forma muy específica. Además, 
el resultado sobre el genoma de la cepa evolucionada resulta lo que inglés se denomina 
“seamless”, o lo que es lo mismo, sin costuras, lo que significa que al no dejar ningún 
nucleótido o secuencia de nucleótidos que no estuviera ya presente en el genoma de la 
propia cepa de levadura, no deja ninguna huella detectable (a no ser que se conozca 
exactamente qué reorganización cromosómica se diseñó) y hace que la nueva cepa de 
levadura sea prácticamente indistinguible de la parental excepto por el nuevo fenotipo 
que presente o por la característica que se haya modificado. 
Esta nueva metodología se diferencia de las tradicionales denominadas como “self-
cloning” en cuanto que aprovecha la capacidad de recombinación homóloga de las 
levaduras del género Saccharomyces y, además, no sólo incorpora material genético 
procedente de la misma especie, sino que dicho material genético proviene de la propia 
cepa de levadura a evolucionar. Además, se evita el empleo de vectores de clonación y 
de genes de resistencia heterólogos, homeólogos o conteniendo mutaciones, obteniendo 
un doble efecto positivo: 1- la ausencia de cambios en la secuencia introducida por 
efecto de las manipulaciones propias de las técnicas de clonaje, tales como la 
introducción de lugares de corte para enzimas de restricción; 2- se evita el paso del 
material genético por otros sistemas celulares, como por ejemplo E. coli, y la necesidad 
de obtener mutantes de las cepas industriales o de los genes a utilizar como marcadores 
de selección.  
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1. Construcción del casette de selección y de los 
fragmentos de integración 
El primer objetivo de esta Tesis doctoral, ha sido la construcción de un casette de 
selección mediante la fusión de elementos genéticos procedentes de la misma cepa de 
levadura a evolucionar. Para conseguir este objetivo respetando las estrictas condiciones 
contenidas en el concepto de “Evolución Genómica Por Diseño Molecular”, se ha 
utilizado el método que se denomina en inglés “Gene Splicing by Overlap Extension” 
(Horton et al., 1989).  Este método se basa en la fusión por PCR de 2 o más fragmentos 
de ADN obtenidos individualmente mediante reacciones de amplificación por PCR. 
Para conseguir la fusión es necesario que los fragmentos de ADN contengan una zona 
de solapamiento entre ellos. Por consiguiente, se hace indispensable en las reacciones de 
amplificación por PCR, el uso de cebadores híbridos, que se caracterizan por tener en el 
extremo 5’ una secuencia de, por lo menos, 15 bases complementaria al extremo 3’ del 
fragmento a fusionar. La aplicación de este método de fusión de genes ha sido 
delimitada inicialmente al estudio de cepas de laboratorio, sobre todo al análisis 
funcional de genes. Baudin et al. (1993) fueron entre los primeros en desarrollar una 
técnica que permitiera la disrupción génica en cepas de levaduras de laboratorio sin el 
uso de enzimas de restricción, ADN ligasa y vectores de clonación. Mediante una sola 
reacción de amplificación por PCR y utilizando cebadores híbridos, amplificaron un 
marcador de selección con zonas de solapamiento con el gen a eliminar de 35-51 
nucleótidos en sus extremos con el gen a eliminar. Esta metodología es válida sólo para 
cepas de levadura de laboratorio, ya que las cepas industriales necesitan una zona de 
solapamiento más grande para permitir la integración de la construcción en el ADN 
genómico. Para ello, Kuwayama et al. (2002) desarrollaron una técnica basada en 
reacciones de amplificación y fusión por PCR que permite la realización de una 
construcción para la disrupción génica con grandes zonas de solapamiento. En primer 
lugar amplifican mediante 3 reacciones independientes de PCR el casete de selección y 
las regiones 5’ y 3’ del gen diana. En estas reacciones de amplificación utilizan 
cebadores híbridos de forma que los tres fragmentos amplificados contengan zonas de 
solapamiento entre ellos. A continuación fusionan, mediante una reacción de PCR, los 
fragmentos obtenidos en el paso anterior, obteniendo el fragmento final que permite, 
mediante integración por recombinación homóloga, la disrupción génica. Recientemente 
esta metodológia está siendo utilizada para integrar fragmentos genéticos en cualquier 
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zona predeterminada de un vector de clonación (Bryksin y Matsumura, 2010; Ulrich et 
al., 2012), o de una cepa industrial por recombinación homóloga. Este método se 
diferencia de las clásicas técnicas de fusión de genes que implican la digestión de 
secuencias genéticas mediante enzimas de restricción y la posterior unión mediante 
reacciones de ligación, ya que permite que dos o más fragmentos de ADN puedan ser 
unidos de forma precisa de modo que ningún nucleótido no deseado sea añadido en la 
unión entre los fragmentos. Este es un aspecto muy importante, ya que los nucleótidos 
no deseados introducidos durante la modificación genética, pueden cambiar los espacios 
entre las secuencias de ADN e introducir aminoácidos extras en la unión de las 
secuencias que pueden conferir efectos no deseados en la estructura y función de la 
proteína resultante interfiriendo en la correcta expresión genética. De hecho hay mucho 
interés por parte de varios grupos de investigación en el desarrollo de métodos eficaces 
que permitan la introducción “sin costuras” de secuencias genéticas en el organismo 
huesped, principalmente en plásmidos (Lu, 2005; Ulrich et al., 2012; Tee y Wang, 
2013).  
Chang et al. (2012) desarrollaron una nueva técnica, denominada en inglés “Promoter-
based Gene Assembly and Simultaneous Overexpression (PGASO)” que permite la 
inserción, en un orden preestablecido, de varios casetes génicos en el genoma de una 
determinada cepa por recombinación homóloga. Cada casete génico, construido 
mediante reacciones de fusión por PCR y empleando cebadores híbridos, contiene 2 
partes: una secuencia genética fusionada en el extremo 5’ con una secuencia promotora, 
y una secuencia situada en el extremo 3’ del casete génico, que es idéntica al extremo 5’ 
del casete adyacente. Además, el extremo 5’ del primer casete génico y el extremo 3’ 
del último casete contienen una zona homóloga a un determinado sitio de la cepa 
huesped, para favorecer la inserción por recombinación homóloga en un determinado 
locus genético. Cuando los casetes génicos son introducidos en las células, se ordenan 
aprovechando las zonas de solapamiento que existen entre ellos y se insertan por 
recombinación homóloga en el genoma de la cepa guiados por las zonas homólogas del 
primer y del último casete génico. 
A la hora de establecer cómo realizar los fragmentos de integración para obtener la 
modificación genética deseada, se han evaluado 2 estrategias diferentes: la integración 
por recombinación homóloga, o “ends-in”, y la integración por recombinación 
homologa, o “ends-out”. Estas 2 estrategias se han utilizando ampliamente en la técnica 
denominada “gene targeting”, que se basa en la modificación de una determinada 
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secuencia genética mediante recombinación homóloga entre un fragmento de ADN 
exógeno y el gen diana homólogo en la cepa a modificar. El uso de una metodología o 
de la otra, depende del producto que se desee obtener. Los términos “ends-in” o “ends-
out”, se refieren a la orientación del fragmento de doble cadena del ADN exógeno que 
se utiliza para estimular la recombinación.  
En el caso del “ends-in”, la rotura de la doble cadena en las moléculas de ADN exógeno 
se produce en una región contigua de homología con ambos extremos del fragmento a 
integrar. La recombinación entre la molécula de ADN exógena y la secuencia diana 
genera una duplicación del locus diana (ver Figura 33). Por lo tanto, en ausencia de 
condiciones selectivas, se puede perder la secuencia introducida por recombinación 
homóloga y volver a la situación inicial antes de la modificación genética.  
En el caso del “ends-out”, una secuencia genética interrumpe una región lineal de 
homología. La recombinación entre la molécula de ADN exógena y la secuencia diana 
provoca la inserción estable en el gen diana del fragmento a insertar. 
 
 
                              Ends-in                                              Ends-out 
   
Figura 33. Diagrama que representa las 2 estrategias de integración por recombinación 
homóloga mediante la técnica denominada “gene targeting”. Las moléculas de ADN exógeno 
(en lo alto de la figura) recombinan con el gen diana situado en el cromosoma de la cepa a 
modificar, dando lugar a diferentes productos de recombinación (abajo en la figura) según el 
diseño del fragmento a integrar. La región gris representa el ADN diana homólogo mientras que 
la región negra representa el gen marcador (Gong et al., 2003).  
 
La metodología del “ends-out” es más utilizada en la modificación genética de 
levaduras, por cuanto proporciona una sencilla ruta para reemplazar o eliminar el locus 
diana. Varios estudios concuerdan en una mayor eficacia en la modificación de un 
determinado gen cuando se utiliza la metodología del “ends-in” (Hastings et al., 1997), 
mientras que otros autores indican que los dos tipos de estrategias son equivalentes 
(Deng y Capecchi, 1992). En este trabajo se eligió la metodología “ends-out” porque 
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permite la inserción estable de la secuencia genética deseada, mientras que la tecnología 
“ends-in” es más apropiada para la eliminación posterior de la secuencia insertada.  
A continuación se comenta la metodología usada para la obtención del casete de 
selección. A partir de la experiencia y de los resultados obtenidos en la construcción de 
dicho casete, se estableció el diseño de todas las modificaciones genéticas realizadas 
con posterioridad. El casete de selección construido consta de una secuencia de 575 pb 
correspondiente a la parte final del promotor del gen YAP1, fusionada con un fragmento 
de 769 pb conteniendo el promotor del gen PGK1, seguido por un fragmento de 645 pb 
correspondiente a la parte inicial del gen YAP1. Los 2 fragmentos que flanquean al 
promotor del gen PGK1 son los responsables de la correcta integración por 
recombinación homologa del casete de selección en el genoma de la cepa S1. 
Teóricamente, con sólo entre 30 y 50 pb habrían sido suficientes para dirigir la 
integración por recombinación homologa (Baudin et al., 1993; Oldenburg et al., 1997; 
Hawkins et al., 2003), pero se ha preferido aumentar en más de 10 veces las zonas que 
flanquean el promotor del gen PGK1 para obtener un significativo aumento de la 
frecuencia de integración (Wach, 1996; Erdeniz et al., 1997; Puig et al., 1998; Wang et 
al., 2002), que será de especial importancia a la hora de integrar la construcción en 
cepas industriales, cuya frecuencia de transformación es muy baja. 
Durante las reacciones de PCR para la obtención del fragmento de integración, siempre 
se obtienen algunas copias del fragmento a amplificar que contienen mutaciones en 
relación con la secuencia original o molde, como consecuencia de los errores que 
comete la ADN polimerasa termoestable a lo largo de los distintos ciclos de 
amplificación. Para minimizar este problema, todas las reacciones de PCR han sido 
realizadas empleando mezclas enzimáticas de ADN polimerasas termoestables de alta 
fidelidad que presentan una tasa de introducción de errores mucho más baja que las Taq 
polimerasas convencionales (Barnes, 1992), porque poseen una actividad exonucleasa 
3’→ 5’ que corrige los errores producidos durante el acoplamiento entre bases. Sin 
embargo, en las primeras construcciones del casete de selección, se obtuvieron 
transformantes de W303-1A con el fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1 conteniendo muchos 
cambios en la secuencia del fragmento integrado en el cromosoma con respecto a la 
secuencia original del fragmento diseñado, y resultó imposible recuperar un 
transformante sin ningún cambio.  
Se realizaron 4 diferentes diseños para la obtención del fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1. El 
primer diseño constaba de 7 reacciones de PCR, aunque debido a un diseño poco 
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adecuado de los cebadores, al final se necesitaron 11 reacciones totales más una 
reacción extra para la producción del fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1 en suficiente cantidad 
para la transformación. Se analizó la secuencia de uno de los transformantes obtenidos a 
partir de la cepa W303-1A, donde se pudo comprobar la presencia de 12 cambios en la 
secuencia del fragmento integrado con respecto a la secuencia original de FPYAP1-PPGK1-
YAP1 (datos no presentados). Nueve de estos cambios estaban localizados en el promotor 
del gen PGK1, esto es debido a que, de acuerdo con el diseño efectuado inicialmente, se 
amplificó muchas veces la secuencia promotora del gen PGK1 durante la construcción 
del fragmento de integración.  
Se volvió a repetir el diseño anterior, pero esta vez cambiando algunos de los cebadores 
de forma que se necesitaron “sólo” 8 reacciones de PCR más una reacción extra para la 
producción de FPYAP1-PPGK1-YAP1 en suficiente cantidad para la transformación (ver 
Figura 34). Se analizó la secuencia de 5 transformantes y todos presentaban cambios en 
número variable con respecto a la secuencia del fragmento original, con un mínimo de 2 
y un máximo de 9 cambios. En líneas generales, había más cambios en la secuencia 
promotora del gen PGK1 con respecto a la secuencia de la pauta de lectura abierta del 
gen YAP1 y no se recuperó ningún transformante sin cambios en este gen.  
 
645 bp
Prom YAP1 ξ \/\/\ YAP1
582 bp 1485 bp
PGK1Prom PGK1
\/\/\ YAP1Prom YAP1 ξξ
\/\/\/\/  YAP1
Prom YAP1 ξ





















Figura 34. Diagrama de las reacciones de PCR usadas para la obtención del fragmento FPYAP1-
PPGK1-YAP1 (segundo diseño). 
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El tercer diseño se diferenciaba del anterior sólo en la amplificación del promotor del 
gen YAP1. En este caso se amplificó un fragmento de 606 pb conteniendo parte del 
promotor del gen YAP1 situado 1.120 pb antes del ATG de inicio de dicho gen. El 
fragmento resultante de esta construcción constaba por lo tanto, de: parte de la región 
promotora del gen YAP1 de 606 pb situada 1.120 pb antes del ATG de inicio de la pauta 
de lectura abierta de dicho gen, seguida por la secuencia de la región promotora del gen 
PGK1 situada 767 pb antes del ATG de inicio de la pauta de lectura abierta de dicho 
gen, fusionada con la secuencia de los primeros 645 nucleótidos de la pauta de lectura 
abierta del gen YAP1. La longitud del fragmento final era de 2.018 pb. Mediante esta 
construcción se quiso averiguar si la presencia de cambios en la secuencia del 
fragmento integrado en los transformantes, era debida al tipo de construcción realizada 
en los diseños anteriores, en los que las zonas homólogas que dirigían la integración se 
situaban exactamente una a continuación de la otra, lo que quizás pudiera a la hora de 
integrarse producir cambios en la secuencia con respecto al fragmento original. Se 
analizó la secuencia de 2 transformantes, los cuales presentaban cambios tanto en la 
secuencia del promotor del gen PGK1, como en la pauta de lectura abierta del gen 
YAP1, lo que ha descartado la hipótesis anterior.  
A raíz de los resultados obtenidos con estas tres construcciones, se diseñó la 
construcción de un nuevo casete de selección que sobreexpresase el gen YAP1 tal y 
como ya se describió en el apartado de Resultados. A la hora de realizar el diseño se 
redujo al máximo el número de reacciones de PCR con el fin de minimizar o incluso 
eliminar el número de cambios que se pudieran introducir en la secuencia de bases de 
los fragmentos amplificados. A tal fin se consideraron los siguientes aspectos: 
1. Se usaron cebadores híbridos apropiados que consienten la amplificación de 
fragmentos, con zonas adicionales de solapamiento que permitirán su posterior 
fusión, a partir directamente del ADN genómico de la cepa a evolucionar. Es 
importante que la temperatura de fusión (Tm) de la zona en los que los 
cebadores son complementarios a la secuencia diana del cromosoma, sea la más 
alta posible (≥ 65 °C). De hecho, la temperatura de fusión de los cebadores 
híbridos, en los primeros ciclos de la reacción de PCR, es igual a la temperatura 
de fusión de dicha zona, por cuanto sólo esa parte hibrida con el molde. Por eso 
es importante que la temperatura de anillamiento sea lo más alta posible, de 
forma que se pueda utilizar un valor elevado para dicha temperatura (65 – 68 
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°C) desde el primer ciclo de la reacción de PCR, evitando así la formación de 
producto no deseados.  
2. En las reacciones de fusión se ha seguido una secuencia especial, tanto en lo 
que se refiere a la adición de los reactivos y componentes de la mezcla de 
amplificación, como a la programación de los ciclos en el termociclador, y que 
consta de dos pasos: a) un primer conjunto de ciclos de amplificación por PCR, 
sin añadir los cebadores y utilizando los fragmentos que sirven de molde como 
Megacebadores: en esta primera fase se efectuaban 11 ciclos de PCR a baja 
temperatura de anillamiento (55 – 60 °C). Es muy importante que los 
fragmentos utilizados en la reacción de fusión estén presentes en 
concentraciones similares para evitar la presencia del fragmento en mayor 
concentración como producto final o la aparición de artefactos. La temperatura 
de anillamiento en esta primera fase depende de la temperatura de fusión de la 
zona de solapamiento entre los dos fragmentos a fusionar, por eso cuanto menor 
longitud presenta esta zona, menor tiene que ser la temperatura de anillamiento. 
En este paso se obtiene una pequeña amplificación del producto de fusión por 
cuanto los dos fragmentos que hacen de molde también actúan como 
megacebadores (Karreman, 1998; Shevchuk et al., 2004). b) Un segundo 
conjunto de ciclos de amplificación por PCR utilizando cebadores 
convencionales: en este último paso se añadían los cebadores y se efectuaban 
entre 22-30 ciclos de PCR a una temperatura de anillamiento más alta, por lo 
que los cebadores amplificarán el producto de fusión formado anteriormente. En 
este caso, la temperatura de anillamiento dependerá de la Tm de los cebadores 
utilizados. Cuando se han realizado pruebas utilizando programas normales de 
PCR (es decir sin la etapa a), siempre se ha obtenido un bajo rendimiento del 
producto de fusión y la formación de fragmentos no deseados.  
3. En las reacciones de amplificación por PCR que hacen uso de fragmentos 
amplificados con anterioridad, así como en las reacciones de fusión de 
fragmentos, se usaron preferentemente cebadores internos. El uso de cebadores 
internos es indispensable, puesto que en la amplificación por PCR de 
fragmentos grandes, frecuentemente se obtienen productos que son un poco más 
cortos, en las zonas finales, de lo esperado y por eso se suelen presentar 
dificultades a la hora de intentar nuevas reacciones de amplificación con los 
mismos cebadores (Shevchuk et al., 2004). 
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4. Se utilizó un mismo fragmento en un número de reacciones de amplificación 
inferior o igual a 3, con el fin de minimizar dentro de lo posible la introducción 
de errores en el fragmento a integrar.  
En la Figura 35, se representan los posibles diseños que se han planteado para la 
obtención mediante reacciones de PCR del fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1. Aunque hay 
varias alternativas de diseño posibles para la obtención del fragmento de integración, sin 
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Figura 35. Esquema de las posibles alternativas de diseño para la obtención del fragmento 
FPYAP1-PPGK1-YAP1. 
 
El diseño A se basa en la amplificación, a partir de ADN genómico de la cepa a 
evolucionar, de un fragmento conteniendo el promotor del gen PGK1 con una zona de 
solapamiento en 5’ con el  extremo 3’ de un fragmento conteniendo el promotor del gen 
YAP1 y en 3’ con las primeras bases del gen YAP1. En 2 reacciones de PCR sucesivas, 
se fusionarían al producto de PCR obtenido, un fragmento conteniendo el promotor del 
gen YAP1 y un fragmento conteniendo las primeras bases del gen YAP1. En este caso se 
necesitarían 6 reacciones de PCR, ya que a partir directamente de ADN genómico de la 
cepa a evolucionar no se ha conseguido obtener en experimentos previos un fragmento 
con una zona de solapamiento en cada uno de sus extremos. Además, se volvería a 
utilizar un mismo cebador en 2 reacciones de PCR y se amplificaría el promotor del gen 
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PGK1 4 veces, aumentando las probabilidades de introducción de errores en su 
secuencia. Una forma para reducir a 5 el número de reacciones necesarias para la 
obtención del fragmento final, sería realizar una triple fusión de los tres fragmentos 
obtenidos tal y como se ha descrito en la bibliografía (Shevchuk et al., 2004). 
Se probó a realizar la fusión de los 3 fragmentos obtenidos en la construcción del 2º 
diseño, un fragmento conteniendo el promotor del gen YAP1, un fragmento conteniendo 
la parte inicial de la pauta de lectura abierta del gen YAP1 y un fragmento conteniendo 
el promotor del gen PGK1 con una zona de solapamiento en 5’ con el promotor del gen 
YAP1 y en 3` con el gen YAP1 (ver Figura 34). Aunque se aplicaron todas las 
condiciones descritas por Shevchuk et al., como añadir los fragmentos purificados y en 
cantidad equimolar, el uso de cebadores internos y una primera fase de la reacción de 
fusión sin el uso de cebadores y con baja temperatura de anillamiento, no se consiguió 
obtener la fusión de los tres fragmentos. El diseño B se basa en la amplificación, a partir 
del ADN genómico de la cepa a evolucionar, de un fragmento conteniendo el promotor 
del gen YAP1 con una zona de solapamiento en 3’ con el extremo 5’ del promotor del 
gen PGK1, de un fragmento conteniendo el promotor del gen PGK1 con una zona de 
solapamiento en 3’ con las primeras bases del gen YAP1 y de un fragmento conteniendo 
las primeras bases de la pauta de lectura abierta del gen YAP1. Se fusionaría primero el 
fragmento conteniendo el inicio de la pauta de lectura abierta del gen YAP1 con el 
fragmento conteniendo el promotor del gen PGK1, y el producto de esta reacción de 
PCR se fusionaría con el fragmento conteniendo el promotor del gen YAP1. En este 
caso se necesitarían 5 reacciones de PCR y se amplificarían 3 veces las secuencias 
conteniendo el gen YAP1 y el promotor del gen PGK1. 
El diseño C se basa en la amplificación, a partir del ADN genómico de la cepa a 
evolucionar, de un fragmento conteniendo el promotor del gen YAP1 con una zona de 
solapamiento en 3’ con el extremo 5’ del promotor del gen PGK1, de un fragmento 
conteniendo el promotor del gen PGK1 y de un fragmento conteniendo el inicio de la 
pauta de lectura abierta del gen YAP1 con una zona de solapamiento en 5’ con el 
extremo 3’ del promotor del gen PGK1. Se fusionaría primero el fragmento conteniendo 
el promotor del gen YAP1 con el fragmento conteniendo el promotor del gen PGK1, y el 
producto de esta reacción de PCR se fusionaría con el fragmento conteniendo las 
primeras bases del gen YAP1. En este caso se necesitarían 5 reacciones de PCR y se 
amplificarían 3 veces las secuencias conteniendo el promotor del gen YAP1 y el 
promotor del gen PGK1. 
































Figura 36. Diagramas que detallan la secuencia de fragmentos a amplificar o fusionar en cada 
una de las 3 posibles estrategias de diseño para la obtención del fragmento FPYAP1-PPGK1-YAP1. 
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Entre las 3 posibles opciones, se eligió el diseño C por cuanto se necesitan sólo 5 
reacciones de PCR para la amplificación del fragmento final, no se reutiliza ningún 
cebador y se amplifica sólo 2 veces el gen YAP1. El objetivo principal ha sido la 
obtención de transformantes sin cambios en el gen YAP1 y, en un segundo lugar, sin 
cambios en la secuencia del promotor del gen PGK1. De menor importancia es la 
inserción de cambios en el promotor del gen YAP1, ya que pierde su funcionalidad una 
vez que el fragmento final se integra en el cromosoma de la cepa a evolucionar.  
Como se puede observar en la Tabla 12 del apartado de Resultados, de 13 
transformantes de la cepa W303-1A obtenidos, sólo 1 (7,7%) no presenta ningún 
cambio en la secuencia integrada con respecto a la secuencia de la cepa silvestre. Para 
incrementar el número de transformantes sin cambios en las construcciones siguientes, 
se ha realizado la última reacción de fusión en varios tubos de PCR y al mismo tiempo 
para, a continuación, reunir el producto de dichas reacciones en un solo tubo. De esta 
forma, se evita la reacción de PCR adicional para obtener la cantidad de fragmento 
necesario para la posterior transformación y, en consecuencia, se disminuyen los errores 
introducidos por la polimerasa. 
En función de los resultados obtenidos en la construcción del casete de selección, se han 
elaborado los diseños para la sobreexpresión o eliminación de otros genes de interés 
industrial como son los genes ILV5, PGU1 e INP51. En estas construcciones, además, 
se han insertado unas secuencias adicionales para permitir la posterior eliminación del 
casete de selección, pues tal y como se ha descrito en la Introducción de esta Tesis, el 
uso de genes que confieren resistencia a drogas o antibióticos pueden ser motivo de 
rechazo por parte de los consumidores. En el caso del casete de selección construido, no 
se ha insertado ningún gen extraño a la cepa evolucionada, sin embargo se ha preferido 
realizar una construcción que permita la posterior eliminación del marcador de 
selección integrado en el genoma para, así, minimizar la reordenación génica finalmente 
integrada y reducir los posibles motivos de rechazo de las cepas evolucionadas. Otra 
ventaja que permite esta construcción es la posibilidad de volver a usar el mismo casete 
de selección para introducir en la cepa evolucionada otras características de interés 
industrial. En la literatura hay muchos ejemplos de modificaciones genéticas que 
permiten la eliminación del marcador dominante mediante un mecanismo denominado 
“pop-out” (Alani et al., 1987; Liingle-Rouault y Jacobs, 1995; Schneider et al., 1996; 
Dong et al., 2013). La eliminación del marcador es posible en los fragmentos que 
incorporan zonas genéticas con secuencias repetidas (en inglés “direct repeats”, DR) 
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que flanquean un determinado locus genético. La recombinación homóloga entre los DR 
da como resultado la eliminación completa del segmento genómico comprendido. Como 
inconveniente, hay que mencionar el hecho de que, sobre todo en las primeras 
construcciones, queda en el genoma una copia de los DR. En las primeras 
construcciones realizadas mediante las técnicas clásica de ingeniería genética, se 
utilizaban como DR secuencias que procedían de sistemas heterólogos como el gen 
hisG de Salmonella typhimurium (Alani et al., 1987) o el gen LEU2 del hongo 
filamentoso Ashbya gossypii (Wach et al., 1994). Una versión más actual, que utiliza 
DR de S. cerevisiae, alcanza el objetivo del self-cloning, sin embargo la secuencia 
remanente después del proceso de recombinación no se encuentra en su locus natural 
(Estruch y Prieto, 2003).  Es muy importante conseguir la ausencia de DR en el genoma 
después de la eliminación del marcador por los siguientes motivos: la presencia de 
secuencias genéticas foráneas en el ADN genómico conlleva el rechazo por parte de los 
consumidores de la cepa mejorada genéticamente; la presencia de una secuencia extraña 
puede influir en la expresión del gen objetivo; la presencia de DR puede reducir la 
frecuencia de transformación y/o dirigir la integración del casete de selección a un locus 
no deseado en una segunda utilización del mismo marcador. Hasta la fecha sólo unos 
pocos sistemas han conseguido obtener la ausencia de DR después de la eliminación del 
gen marcador. En general, estos sistemas se basan en flanquear el gen marcador o el 
casete contra-seleccionable por DR derivadas de la secuencias 5’ de la pauta de lectura 
abierta del gen diana (Walker et al., 2005; Akada et al., 2006). De tal forma se consigue 
la eliminación genética sin insertar establemente una secuencia foránea a la cepa a 
evolucionar y tampoco ninguna secuencia genética en un locus diferente respecto al 
original. Sofyanovich et al. (2011) desarrollaron recientemente un nuevo método que 
consiste en sustituir el promotor del gen diana por un promotor fuerte sin introducir 
secuencias extrañas a la cepa de levadura a modificar. El sistema se basa en flanquear 
un casete contra-seleccionable por DR derivadas de la amplificación de la secuencia 
promotora deseada. Este fragmento se integrará corriente arriba del gen objetivo por 
unas secuencias situadas en sus extremos que dirigen la integración por recombinación 
homóloga al locus del gen diana. Otra aproximación ha sido descrita por Storici et al. 
(2001) mediante el sistema denominado “delitto perfetto”, consiguiendo alterar el 
genoma de una cepa de levadura sin dejar rastros de la secuencia del marcador genético 
usado en el proceso de selección. En este caso la modificación genética se realiza en dos 
pasos. En el primer paso se realiza la integración de un fragmento conteniendo un casete 
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contra-seleccionable (por ejemplo, el marcador URA3) y un gen indicador (por ejemplo, 
el marcador Kan
R
) en el locus genético deseado mediante recombinación homóloga. A 
continuación se transforma la cepa mediante oligonucleótidos apropiados que permiten 
la eliminación del fragmento insertado y la introducción de la modificación genética 
deseada. 
Normalmente estos tipos de construcciones se han realizado clonando y fusionando las 
distintas partes que componen el fragmento de integración en un vector multicopia y 
utilizando los marcadores URA3 y LYS2, para los cuales existe un eficaz sistema de 
contraselección, que permite la identificación de los transformantes que han eliminado 
el casete de selección. Alternativamente, también se ha utilizado como marcador 
dominante KanMX3, que confiere resistencia a G418/geneticina (Schade et al., 2003). 
Muy recientemente se ha desarrollado un nuevo casete contra-seleccionable, 
denominado amdSYM, que confiere a S. cerevisiae la habilidad de usar acetamida como 
única fuente de nitrógeno (Solis-Escalante et al., 2013). Para poder reciclar el mismo 
casete varias veces, los autores han flanqueado el gen amdS con DR. Se identifican las 
cepas que han eliminado el casete mediante su crecimiento en un medio conteniendo 
fluoroacetamida. 
Los sistemas que se basan únicamente en reacciones de PCR para la construcción de 
fragmentos de integración que permiten la eliminación del marcador de selección, han 
tenido hasta la fecha una limitada utilización. Esto es debido a que estos sistemas 
presentan los siguientes inconvenientes: 
 requieren de muchas reacciones de PCR para la obtención del fragmento de 
integración. 
 se insertan cambios en la secuencia de integración debidos a errores introducidos 
por la polimerasa durante las reacciones de PCR. 
 las secuencias repetidas que se utilizan normalmente son demasiado largas para 
garantizar una eficaz amplificación por PCR (este es el caso, por ejemplo, de las 
secuencias repetidas hisG que se utilizan para flanquear el marcador URA3). Para 
soslayar este inconveniente, Wilson et al. (2000) desarrollaron una versión del 
mismo casete flanqueado por secuencias repetidas más cortas.  
Más éxito ha tenido otra aproximación que combina los métodos basados en la PCR 
con el sistema Cre/loxP (Güldener et al., 1996). En este sistema, el gen marcador está 
flanqueado por secuencias loxP. Estas secuencias son reconocidas por la recombinasa 
Cre del bacteriófago P1 de Escherichia coli, que cataliza la recombinación entre ellas y, 
DISCUSIÓN                                                                                                                 163                                                                                                               
 
por tanto, la eliminación del gen marcador. Así, las cepas en las que se inserta el 
marcador de resistencia se transforman con plásmidos que posean la secuencia 
codificante de la recombinasa Cre bajo el control de un promotor fuerte, de forma que 
las secuencias loxP recombinen entre ellas. Este sistema tiene el inconveniente que 
después de la eliminación del gen marcador, queda en el genoma de la cepa 
evolucionada una copia de la secuencia loxP. 
Mediante el concepto de evolución genómica por diseño molecular se ha diseñado un 
sistema que permite la eliminación del casete de selección y que, con respecto a los 
sistemas anteriores, tiene las siguientes ventajas:  
 evita el empleo de genes foráneos a la cepa a evolucionar. 
  evita el uso de vectores de clonación. 
  evita la presencia de secuencias extrañas y no deja ningún nucleótido o secuencia 
de nucleótidos que no estuviera ya presente en el genoma de la propia cepa a 
evolucionar. 
En el caso de la sobreexpresión de los genes PGU1 e ILV5, se ha conseguido la 
deleción del casete flanqueando el gen YAP1 con la secuencia promotora del gen 
PGK1, como ya se describió en el apartado de Resultados. En teoría, unos DR de unos 
30 pb habrían sido suficientes para la eliminación del casete de selección (Dutoit et al., 
2010). Sin embargo se ha preferido generar unos DR superiores a los 700 pb para 
aumentar considerablemente la frecuencia de recombinación homóloga. El resultado 
final de la modificación genética es la obtención de una nueva cepa de levadura que se 
diferencia de la cepa salvaje sólo por la sustitución de la zona promotora del gen de 
interés por un promotor “fuerte” de la misma cepa. A la hora de realizar el diseño se 
minimizó el número de reacciones de PCR con el fin de reducir al máximo el número 
de cambios introducidos por la ADN polimerasa en la secuencia de los fragmentos 
amplificados. En el caso de la sobreexpresión del gen ILV5, se obtuvo un transformante 
sin cambios en la secuencia insertada. En el caso de la sobreexpresión del gen PGU1, el 
transformante 1926-12T no presenta ningún cambio en la pauta de lectura abierta del 
gen que codifica para la endopolipoligalacturonasa, mientras que se aprecian 2 cambios 
en la secuencia promotora del gen PGK1 situada justo antes el ATG de inicio del gen 
PGU1 y un cambio en la secuencia promotora del gen PGK1 situada justo antes del 
ATG de inicio del gen YAP1. Dichos cambios no afectan a la actividad 
endopoligalacturonasa del transformante (ver Figuras 18 y 19). La recombinación 
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homóloga entre las dos secuencias promotoras del gen PGK1 permite la eliminación del 
marcador de selección. Resulta interesante la observación realizada de que los cambios 
en la secuencia promotora del gen PGK1 de la cepa 1926-12TPO son iguales a los 
presentes en la secuencia promotora del mismo gen situada justo antes la pauta de 
lectura abierta del gen PGU1 del transformante 1926-12T. Este resultado sugiere que 
en el proceso de recombinación homóloga, el DR situado corriente abajo con respecto 
al  marcador dominante, es la secuencia que queda finalmente en el genoma después del 
proceso del “pop-out”. Sin embargo, para confirmar esta hipótesis sería necesario 
analizar la secuencia de muchos más transformantes, antes y después de la eliminación 
del casete de selección. 
En el caso de la deleción del gen INP51, se ha conseguido un sistema análogo al de 
Walker et al. (2005). En este caso el marcador dominante no se ha flanqueado de DR, 
sino que corriente abajo del mismo se ha fusionado con una secuencia de 725 pb 
homóloga a parte de la secuencia promotora del gen INP51. De tal forma, cuando el 
fragmento se inserta por recombinación homóloga en el ADN genómico de la cepa a 
evolucionar, se obtiene la repetición de una zona del promotor del gen INP51, 
permitiendo la pérdida del casete de selección después del crecimiento de la cepa 
evolucionada en un medio no selectivo. Como ya se ha comentado anteriormente, una 
secuencia de 30 pb habría sido suficiente para la eliminación del casete, sin embargo se 
ha optado por una secuencia superior a los 700 pb para incrementar notablemente la 
frecuencia de recombinación homóloga. 
También como ya se ha mencionado, siempre se plantea una estrategia de diseño que 
reduzca al mínimo el número de reacciones de amplificación de cada elemento del 
fragmento a construir y el número total de reacciones de PCR a realizar, con el fin de 
reducir al máximo el número de cambios introducidos por la ADN polimerasa en la 
secuencia de los fragmentos amplificados. En concreto, para el caso particular del 
fragmento FGEPO-INP51, se realizó el diseño de forma que la parte final del gen INP51 y 
su promotor no contuvieran cambios, pues después de la eliminación del casete de 
selección sólo quedarán en la secuencia insertada dichos elementos. Como se puede 
observar en la Figura 28 del apartado de Resultados, para la obtención de FGEPO-INP51 se 
amplificó sólo 2 veces el fragmento conteniendo la parte final de la pauta de lectura 
abierta del gen INP51 y 3 veces el fragmento conteniendo el promotor del gen INP51. 
El resultado es la obtención de un transformante (denominado M69DI1) que no 
contiene cambios en la secuencia analizada. Dicho transformante, debido a la repetición 
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de la secuencia de su promotor, permite la eliminación del casete de selección así como 
de la parte inicial del gen INP51, obteniendo la modificación genética deseada sin dejar 
ninguna secuencia de nucleótidos que no estuviera ya presente en el genoma de la 
propia cepa de levadura. 
 
2. La sobreexpresión del gen YAP1 disminuye la 
aparición de mutantes petites 
Las mutaciones en el ADN mitocondrial pueden resultar en la formación de dos formas 
de mutantes: mutantes rho
-
, en el cual el ADN mitocondrial está presente pero genes o 
secuencias específicas han sido eliminadas y las secuencias restantes son amplificadas; 
o mutantes rho
0
, en las cuales no está presente el ADN mitocondrial. Los mutantes rho
- 
se originan espontáneamente por procesos de recombinación en el genoma 
mitocondrial, mientras que los mutantes rho
0
 se forman a partir de los primeros 
mediante un proceso aún desconocido. Los mutantes rho
0
 no han sido todavía 
encontrados en las levaduras analizadas durante el proceso de producción de la cerveza, 
probablemente debido a la falta de técnicas adecuadas para la diferenciación de los 2 
tipos de mutantes
 
 (Smart, 2007).   
Los mutantes deficientes en respiración son rutinariamente identificados en los 
controles de calidad de las empresas productoras de cerveza. La continuada reutilización 
industrial de la levadura cervecera está asociada con un incremento en la frecuencia de 
la aparición de células petites que, en las levaduras recolectadas de una partida de mosto 
fermentado, se encuentra, generalmente, comprendida entre el 0,1 y el 6% (Jenkins et 
al., 2009). No se encuentran en la literaturas referencias que describan niveles 
superiores ya que los cerveceros normalmente descartan las levaduras cuando detectan 
una presencia de mutantes petites alrededor del 5%.   
El acúmulo de dichos mutantes en el mosto cervecero tiene consecuencias negativas 
sobre el proceso fermentativo. De hecho, estas levaduras mutantes, que sobreviven junto 
con la levadura de cultivo normal, son responsables de una reducción de la tasa de 
fermentación, de la pérdida de la capacidad de floculación, y de la producción de 
sustancias responsables de sabores y aromas anómalos, debido principalmente a la 
sobreproducción de alcoholes superiores, como el isobutílico e isoamílico, a una baja 
     166                                                                                                               DISCUSIÓN                                                                                       
producción de estéres y a una mayor formación de diacetilo (O’Connor-Cox et al., 
1995; Toksoy et al., 2005). 
Los motivos que causan la aparición de mutantes petites no están del todo claros, 
aunque se conocen varias condiciones responsables de su aparición, como la exposición 
de las células de levadura al estrés oxidativo, al etanol y a las altas presiones 
hidrostáticas, la edad del cultivo de levadura, es decir, el número de veces que se ha 
reutilizado en un proceso de fermentación, o el hecho de encontrarse en estado de 
carencia nutricional. Concretamente, un reciente estudio demuestra que el estrés 
oxidativo, por la producción endógena de especies reactivas del oxígeno (ROS, del 
inglés Reactive Oxygen Species) durante el envejecimiento celular, provoca la 
formación de mutantes con deficiencia respiratoria en cepas de levaduras cerveceras 
(Gibson et al., 2009). En el mismo estudio, además, se confirma el resultado de otras 
investigaciones, es decir, que la frecuencia y la propensión a formar mutantes 
mitocondriales es dependiente de la cepa y que la formación de estos mutantes se 
produce hacia el final de la fermentación, cuando la levadura se acumula en la base 
cónica del fermentador (Jenkins et al., 2009). 
A partir de estas investigaciones y de los estudios de Lee et al. (2001), que razonan que 
las células de levadura con reducido potencial antioxidante presentan una mayor 
aparición de mutantes petites durante el proceso fermentativo, se consideró que un 
aumento del potencial antioxidante en una cepa de levadura podría reducir la formación 
de dichos mutantes. Como ha quedado constatado en el apartado de Resultados de la 
presente Tesis, el aumento en la expresión del gen YAP1, que codifica para un factor de 
transcripción responsable de la adaptación de la levadura a diversas condiciones de 
estrés y que es necesario para la respuesta al estrés oxidativo, produce un marcado 
decremento de la aparición de mutantes petites en la cepa industrial S1. Este resultado 
es de gran importancia, pues sugiere que cepas de levadura con mayor potencial 
antioxidante tienen una menor predisposición a producir mutantes petites. Este 
fenómeno podría ser debido a una menor generación intracelular de ROS en la cepa 
evolucionada durante el proceso de envejecimiento celular, pues la acumulación de 
ROS en la mitocondria daña de forma irremediable el ADN mitocondrial y provoca la 
generación de mutantes petites (Gibson et al., 2009). Asimismo se ha demostrado que 
los antioxidantes celulares influyen en la longevidad de las células y que la eliminación 
o la sobreexpresión de genes que intervienen en la respuesta al estrés oxidativo 
comportan respectivamente una reducción o un aumento en el tiempo de vida (Van 
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Zandycke et al., 2002; Harris et al., 2003; Bonawitz et al., 2006;). En apoyo de esta 
hipótesis, se ha demostrado que otros factores relacionados con la formación de 
mutantes petites, como el etanol o distintos tipos de estrés, incrementan el nivel de ROS 
producidos intracelularmente (Sugiyama et al., 2000; Wu y Cederbaum, 2003; Orozco 
et al., 2013). 
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre a nivel industrial, no se ha observado un 
incremento en la formación de mutantes petites a lo largo de 10 microfermentaciones 
sucesivas a escala de laboratorio, cuando en cada fermentación tendría que aumentar la 
proporción de células envejecidas. Probablemente durante la producción industrial de 
cerveza intervienen otros factores de estrés, oxidativos y no-oxidativos, que no ha sido 
posible reproducir en el laboratorio, y que incrementan paulatinamente el número de 
células con altos niveles intracelulares de ROS. 
Sobre la base del resultado obtenido, se abre la posibilidad de desarrollar nuevas cepas 
cerveceras utilizando la metodología desarrollada en este trabajo que sobreexpresen 
genes implicados en la respuesta al estrés oxidativo, para así disminuir la formación de 
mutantes petites. A tal fin se podrían sobreexpresar en cepas de levaduras industriales 
utilizadas para la producción de cerveza, los factores de transcripción Msn2/4 que 
regulan la respuesta general al estrés y que se ha demostrado que están implicado en la 
respuesta al estrés oxidativo o los genes YAP1, YAP2, SKN7 y HSF1 que regulan las 
respuestas específicas al estrés por ROS. 
  
3. La sobreexpresión del gen PGU1 permite la 
degradación de la pectina en las moléculas de ácido 
galacturónico que la componen 
Las tecnologías actuales de producción de bioetanol para carburantes a partir de cereales 
 no ofrecen todavía soluciones competitivas desde el punto de vista de su coste. Por lo 
tanto, la Unión Europea con el fin de apoyar el desarrollo de la tecnología de los 
biocarburantes y su implantación en un futuro cercano, ha emitido la Directiva 
2003/30/CE que permite anular el Impuesto Especial de Hidrocarburos al cual están 
sujetos el resto de carburantes. Entre los objetivos de la misma Directiva se cita que el 
desarrollo de los biocarburantes deberá estar unido a la búsqueda de materias primas de 
bajo coste alternativas a las tradicionales, como pueden ser las de origen residual. 
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La producción de cítricos de la Comunitat Valenciana se cifra en torno a 4.189.000 
toneladas de cítricos al año, principalmente de mandarinas (51%), naranjas (43%) y 
limones (6%), según el Anuario Estadístico CV 2009 del Instituto Valenciano de 
Estadística. De estos, aproximadamente dos millones van destinados al consumo 
humano y un millón a la producción de zumos. Por lo tanto, se producen 1.200.000 
toneladas de excedentes de cítricos, a los que hay que añadir 600.000 toneladas de 
residuos generados por la industria de producción de zumos. Los residuos de la corteza, 
la pulpa y las naranjas excedentes, debido a la elevada concentración de azúcares que 
contienen, ofrecen un gran potencial de utilización como sustrato en procesos biológicos 
para la obtención de etanol u otros productos de alto valor añadido. 
Las etapas de un proceso de obtención de bioetanol a partir de residuos de cítricos 
pueden resumirse como sigue: 
1. Pretratamiento y prensado de los residuos cítricos. 
2. Fermentación del líquido obtenido en la primera etapa por parte de levaduras con 
buenas características fermentativas. 
3. Destilación. La mezcla alcohólica se lleva a una torre de rectificación donde se 
obtiene un primer concentrado de etanol al 66% (v/v). La corriente de cabeza va a 
otra torre de destilación azeotrópica, donde finalmente se obtiene etanol al 96% 
(v/v). 
4. El etanol se lleva a un tanque de deshidratación con tamices moleculares, donde se 
obtiene etanol de pureza mayor al 99,5% apto para uso en motores de automoción.  
 
El objetivo de la reordenación cromosomica realizada, era obtener una cepa de levadura 
industrial con muy alta actividad endopoligalacturonasa para obtener en el menor tiempo 
posible, la hidrólisis de la pectina presente tanto en los residuos cítricos como en el líquido 
obtenido por prensado de los mismos. Las ventajas de esta modificación genética son 
múltiples. Por un lado se obtiene la despolimerización de las pectinas a moléculas de  
ácido galacturónico que puede ser fermentado a etanol por la cepa de Escherichia coli 
etanologénica KO11 (Grohmann et al., 1995) y, presumiblemente en un futuro no muy 
lejano, por parte de una levadura MG (Van Maris et al., 2006); por otro lado, se obtiene un 
líquido con alta actividad endopoligalacturonasa que se puede emplear en una etapa previa 
de tratamiento de materia prima para mejorar el rendimiento de extracción de líquido y 
azúcares a partir de  los residuos de cítricos.  
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Los polisacáridos pécticos son una mezcla compleja de polímeros ácidos y neutros, que 
se caracterizan por su capacidad para formar geles y actuar como sustancias 
cementantes en la lámina media y en la pared primaria de las plantas superiores. Se 
denominan pectinas a los polisacáridos ácidos complejos de naturaleza coloidal que 
contienen un esqueleto de residuos de ácido D-galacturónico unidos mediante enlaces 
α(1-4). Estos residuos pueden estar parcialmente metilados, es decir, esterificados en el 
C-6 con alcohol metílico, siendo el grado de metilación variable según el origen de la 
pectina. La pectina también contiene con frecuencia residuos de ramnosa, arabinosa y 
galactosa. Generalmente la ramnosa forma parte de la cadena principal, mientras que la 
arabinosa y la galactosa se encuentran en las cadenas laterales unidas a la cadena 
principal formando ramificaciones. 
Las pectinas contienen principalmente dos regiones definidas que se alternan entre sí 
(Pérez et al., 2000): la región lisa o homogalacturonano que consiste en un esqueleto de 
residuos de ácido D-galacturónico, y la región rugosa o peluda, denominada 
ramnogalacturonano I, donde los residuos de ácido D-galacturónico del esqueleto están 
interrumpidos por residuos de L-ramnosa unidos por enlaces α(12), a los cuales 
pueden unirse largas cadenas de arabinano y galactano mediante el C-4 (De Vries y 
Visser, 2001). Se puede diferenciar otra región, denominada ramnogalacturonano II, 
que consiste de un polisacárido de unas 30 unidades que contiene un esqueleto de ácido 
galacturónico, sustituido por 4 tipos diferentes de cadenas laterales que contienen 
ramnosa, arabinosa y azúcares poco comunes como apiosa y metilfucosa (Pérez et al., 
2000). Se desconoce si el ramnogalacturonano II está unido covalentemente a la cadena 
principal de pectina. 
Las endopoligalacturonasas, enzimas que degradan las sustancia pécticas hidrolizando 
los enlaces 1,4-α-glucosídicos entre dos residuos de ácido galacturónico, han sido 
puestas de manifiesto en plantas, bacterias, hongos filamentosos y levaduras. Las 
enzimas péctinolíticas tienen interés comercial ya que son muy utilizadas en la industria 
alimentaria en la clarificación de zumos, en el procesado de frutos y vegetales y en la 
industria de producción de bioetanol en la hidrólisis de la pectina a azúcares 
monoméricos. Hasta ahora, la principal fuente de enzimas pectinolíticas es el hongo 
Aspergillus niger. La actividad endopoligalacturonasa es la principal actividad 
péctinolítica presente en S. cerevisiae, aunque sólo se ha observado su presencia en 
determinadas cepas de este género (Radoi et al., 2005).  
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El principal problema que presenta el uso de enzimas pectinolíticos producidos por 
levaduras del género Saccharomyces, sigue siendo el bajo nivel de expresión encontrado 
en las cepas productoras.  
Como se puede observar en la Figura 10 del apartado de Resultados, muchas cepas no 
presentan actividad poligalacturonas y sólo 9 de entre las 34 cepas analizadas muestran 
una actividad endopoligalacturonasa relevante. El gen PGU1 está absente en algunas 
cepas de S. cerevisiae, y en consecuencia, estas cepas no poseen actividad 
endopoligalacturonasa (Fernández-González et al., 2004). Sin embargo, algunas de 
estas cepas que poseen un gen PGU1 funcional, carecen de actividad 
endopoligalacturonasa porque el gen no se expresa (Jia y Wheals, 2000). La frecuencia 
con la cual un gen es transcrito depende de su secuencia promotora y de la presencia de 
factores de transcripción que se unan al promotor para activar la transcripción. Además 
la expresión de un gen depende también de su posición en el genoma (Flagfeldt et al., 
2009). La expresión de genes localizados en posición subtelomerica, como es el caso de 
PGU1, está inhibida. Un reciente estudio ha demostrado que el gen PGU1 se encuentra 
silenciado mediante regulación epigenética en aquellas cepas que, pese a tener dicho 
gen en su genoma, no presentan actividad endopoligalacturonasa (Louw et al., 2010). 
Los mismos autores indican en otro estudio que la expresión del gen PGU1 depende del 
nivel de transcripción de sus factores de transcripción TEC1 y STE12 (Louw et al., 
2009). 
Como quedó reflejado en el apartado de Resultados, entre todas las cepas ensayadas, se 
seleccionaron aquellas que tenían una alta actividad enzimática de forma que, 
sustituyendo el promotor del gen PGU1 por un promotor fuerte y que induzca altos 
niveles de transcripción bajo condiciones fermentativas, como el promotor del gen 
PGK1, se aumentara todo lo posible la producción de endopoligalacturonasa. Blanco et 
al. (1998) demostraron que la actividad endopoligalacturonasa de cepas de S. cerevisiae 
en las cuales se sobreexpresaba el gen PGU1, dependía del “background” genético de 
cada cepa. Eschstruth y Divol (2011) comprobaron que no había mucha diferencia en la 
sobreexpresión en una cepa vínica del gen PGU1 procedente de una cepa con alta 
actividad endopoligalacturonasa, como S. paradoxus, o procedente de una cepa con baja 
actividad, como S. cerevisiae. Por lo tanto, la diferencia en la expresión del gen PGU1 
se debe probablemente a un diferente mecanismo de regulación proprio de cada cepa y 
no a cambios en la secuencia del gen PGU1. Finalmente se seleccionó la cepa CECT 
1926, porque además de presentar una alta actividad endopoligalacturonasa, tenía una 
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mejor adaptación al medio de crecimiento y una buena frecuencia de transformación, lo 
que facilitaba notablemente la aplicación de la metodología desarrollada. 
Del análisis de la secuencia de la cepa CECT 1926, se puede observar que sólo hay 1 
cambio en la pauta de lectura abierta del gen PGU1 y 2 cambios en la secuencia 
promotora de dicho gen con respecto a la secuencia depositada en la base de datos SGD, 
mientras que hay 7 cambios en la región promotora del gen TDH3. La levadura CECT 
1926 es un Saccharomyces bayanus var. bayanus, por lo tanto probablemente se trata de 
un híbrido natural de S. cerevisiae con otra especie del género Saccharomyces (ver 
apartado 1.3. de la Introducción). Así pues, del análisis de la secuencia se deduce que en 
la PCR se ha amplificado sólo la secuencia correspondiente a uno de los genomas 
parentales, el de S. cerevisiae ya que en caso contrario se habrían recuperado muchos 
más cambios con respecto a la secuencia depositada en la base de datos SGD. En 
consecuencia, los dos fragmentos que se han construido, FGE-PGU1 y FGEPO-PGU1, sólo se 
integrarán en los alelos correspondientes a uno de los 2 genomas que componen la cepa 
CECT 1926. Como se puede observar en las Figuras 18 y 19 del apartado de Resultados 
de la presente Tesis, las nuevas cepas aisladas aplicando el procedimiento de evolución 
genómica por diseño molecular, muestran un considerable incremento de la actividad 
endopoligalacturonasa con respecto a la cepa silvestre. Este resultado es similar al 
obtenido en otras investigaciones en las que se ha sobreexpresado el gen PGU1 en cepas 
industriales de levaduras vínicas mediante la transformación de dichas cepas con 
plásmidos multicopia (Blanco et al., 1998; Gognies et al., 1999; Villanova et al., 2000) 
o con fragmentos de integración (Fernández-González et al., 2005).  
Una ventaja del uso de esta nueva tecnología de mejora genética que se ha desarrollado 
con respecto a las anteriores, es la posibilidad de incrementar ulteriormente la actividad 
enzimática de interés utilizando el mismo fragmento de integración utilizado en la 1ª 
integración e incluso el mismo casete de selección. De hecho, se podría volver a 
transformar la cepa 1926-12T4PO con el fragmento de integración FGEPO-PGU1, pero 
habría que considerar que dicho fragmento se insertaría con más probabilidad (debido a 
la mayor zona de homología) con la copia genómica del gen PGU1 ya sobreexpresada. 
Por otro lado, las probabilidades de que el fragmento FGE-PGU1 se inserte, en una nueva 
transformación de la cepa 1926-12T4PO, en la copia genómica del gen PGU1 sin 
sobreexpresar, se ven reducidas con respecto a la primera integración y, en todo caso, 
cabría esperar obtener un transformante donde las dos copias del gen PGU1 de uno solo 
de los dos genomas que componen la cepa CECT 1926 resulten sobrexpresadas. 
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Alternativamente, se podría construir e integrar el mismo fragmento FGEPO-PGU1 pero 
esta vez obtenido a partir de la secuencia del gen PGU1  correspondiente al alelo de S. 
bayanus var. uvarum que junto a S. cerevisiae componen probablemente el genoma de 
la cepa CECT 1926.  
Otro resultado que cabría esperar del uso de la cepa 1926-12T4PO es la obtención de un 
líquido con alta actividad endopoligalacturonasa, que se podría emplear en una etapa 
previa, como pretratamiento de la materia prima, para mejorar el rendimiento en la 
extracción de líquido y azúcares a partir de residuos de cítricos. Normalmente, para la 
extracción se añade a los residuos cítricos hidróxido de calcio en una proporción 
comprendida entre un 0,3 y un 5% (p/p) y se remueve toda la masa durante 30-60 
minutos. Estudios previos de otros autores han demostrado que la aplicación de 
pectinasas junto con el hidróxido de calcio facilita la extracción de líquido y azúcares de 
los residuos de cítricos (Tripodo et al., 2004). 
En pruebas preliminares realizadas en planta piloto, se ha ensayado el efecto de utilizar 
parte del líquido fermentado por la cepa 1926-12T4PO para aumentar el rendimiento en 
la extracción del mismo, así como de los azúcares, a partir de los residuos cítricos. 
Aunque se ha observado un sustancial aumento en la disgregación de los residuos, no se 
pudo demostrar una mejora en el proceso de extracción con respecto al control (cepa de 
levadura sin actividad endopoligalacturonasa, datos no presentados), probablemente 
debido a que el sistema de extracción utilizado, una prensa neumática para la 
producción de vino, no era el más adecuado teniendo en cuenta el material de partida 
empleado. 
La mayoría de las investigaciones acerca del gen PGU1 estaban relacionadas con la 
modificación genética de levaduras vínicas, de forma que produjesen grandes 
cantidades de la enzima endopoligalacturonasa. De este modo se consiguen los mismos 
efectos que con las enzimas comerciales, en lo que respecta a la clarificación y filtración 
de los vinos, pero sin los problemas que el uso de dichas preparaciones enzimáticas (que 
en muchos de los casos son cócteles, mal caracterizados, de múltiples actividades 
enzimáticas) conlleva a nivel aromático y de producción de metanol (Villanova et al., 
2000; Fernández-González et al., 2005). 
En la industria enológica, durante la transformación del mosto en vino, las sustancias 
pécticas son modificadas por la acción de pectinasas naturales de la uva o por enzimas 
industriales, añadidos durante la fermentación, para facilitar los procesos de 
clarificación y filtración. Los preparados comerciales de enzimas pectinolíticas están 
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constituidos por una mezcla de enzimas, que representan un espectro bastante amplio de 
actividades enzimáticas, alguna de las cuales se consideran desfavorables ya que dan 
lugar a características no deseadas en el vino (Chatonnet et al., 1992). Por otra parte el 
uso de endopoligalacturonasas de levaduras no provoca un aumento en el contenido de 
metanol de los vinos. Van Rensburg y Pretorius (2000) destacan además la gran utilidad 
que tendría el disponer de una cepa de levadura con alta actividad pectolítica, ya que 
ayudaría a extraer de la piel de la uva las moléculas precursoras del aroma y del color 
del vino que se incorporarían al proceso normal de la fermentación. Como ya se ha 
comentado anteriormente, el único inconveniente en el uso de levaduras del género 
Saccharomyces es el bajo nivel de expresión del gen PGU1 en las cepas productoras. 
Para soslayar este inconveniente, se hace indispensable el uso de cepas de levaduras que 
sobreexpresen el gen PGU1. Por lo tanto, otra utilización práctica de la construcción 
FGEPO-PGU1, es su integración en una cepa vínica con el objetivo de obtener una cepa con 
alta actividad pectinolítica que mejore la clarificación y filtración de los vinos sin 
perjudicar el perfil aromático y de calidad de los caldos obtenidos. 
 
4. La sobreexpresión del gen ILV5 permite disminuir la 
duración del proceso de “lagering”o maduración en 
la producción de cerveza 
Como aplicación del concepto de evolución genómica por diseño molecular, se decidió 
obtener una cepa de levadura industrial con baja producción de diacetilo. Hay mucho 
interés por parte de las empresas cerveceras en este tipo de mejora de las características 
de la levadura de cultivo y, no obstante las numerosas levaduras MG descritas en  la 
literatura que consiguen reducir la producción de diacetilo, ninguna de ella se está 
usando en la producción de cerveza. 
La concentración final de diacetilo en la cerveza, excluyendo posibles contaminaciones 
bacterianas que incrementen su nivel, depende fundamentalmente de tres procesos: 1- la 
síntesis y la eliminación del α-acetolactato, el precursor inmediato del diacetilo; 2- la 
conversión no-enzimática de este precursor a diacetilo; 3- la eliminación del diacetilo 
por parte de la levadura. Por lo tanto, los distintos grupos de investigación que han 
abordado este problema han elegido actuar sobre alguna de estas 3 vías para conseguir 
obtener una cepa con baja producción de diacetilo (Krogerus y Gibson, 2013). 
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El gen ILV2 codifica para una enzima que forma acetolactato a partir de piruvato. 
Manipulando la actividad enzimática del gen ILV2, se puede controlar la concentración 
de diacetilo. La producción de diacetilo se ve eliminada por completo en los mutantes 
en los que se ha inactivado o eliminado el gen ILV2, sin embargo esas levaduras tienen 
una escasa capacidad de fermentación debido a su incapacidad para biosintetizar leucina 
y valina (Ryder y Masschelein, 1985). En realidad, en las cepas de levaduras 
industriales este inconveniente no existe, pues siendo aloaneuploides y de una dotación 
genética cercana a la tetraploidia, la eliminación de tan solo una copia del gen ILV2 ya 
consigue una reducción en la producción de diacetilo sin perjudicar excesivamente a la 
producción de leucina y valina. Wang et al. (2008) consiguieron una disminución de la 
producción del diacetilo de aproximadamente el 60% eliminando una copia del gen 
ILV2 en dos cepas de levaduras cerveceras. Una solución para reducir y no eliminar por 
completo la actividad enzimática del producto del gen ILV2, podría ser el cambio de la 
secuencia promotora del gen ILV2, por un promotor que da lugar a bajos niveles de 
transcripción bajo las condiciones de un proceso fermentativo. 
Otra estrategia para eliminar la alta concentración de diacetilo en la cerveza “verde”, es 
decir, nada más acabar la fermentación, podría ser la expresión en la levadura de la 
enzima heteróloga α-acetolactato decarboxilasa (ALDC) (Godtfredsen y Ottesen, 1982). 
Esta enzima convierte el α-acetolactato en acetoina, cuyo valor de percepción sensorial 
de 3.0 ppm es mucho más alto que el del diacetilo. Varias ALDC procedentes de 
diferentes bacterias han sido clonadas y expresadas en las levaduras cerveceras, sin 
embargo, a parte del marcado decremento en la producción de diacetilo, las levaduras 
resultantes eran auxótrofas para los aminoácidos leucina, valina e isoleucína. Para 
resolver este problema, Vogel et al. (1995) expresaron en una cepa cervecera una 
ALDC extracelular de forma que sólo el α-acetolactato extracelular fuera decarboxilado 
a acetoina. El principal inconveniente que presenta esta estrategia es la dificil 
aceptación de la utilización de un microorganismo modificado genéticamente por parte 
de los consumidores, pues la levadura resultante de la modificación genética 
sobreexpresa un gen procedente de otro sistema biológico. 
Otra forma para disminuir el contenido en diacetilo, es incrementar el flujo del α-
acetolactato hacia la síntesis de aminoácidos. Esto se puede conseguir mediante la 
sobreexpresión de los genes ILV3 e ILV5, que codifican para los 2 pasos enzimáticos 
situados corriente abajo del gen que regula la producción de α-acetolactato. Según se ha 
descrito, la sobrexpresión del gen ILV5 es más efectiva en la reducción del diacetilo que 
DISCUSIÓN                                                                                                                 175                                                                                                               
 
la sobreexpresión del gen ILV3. Villa et al. (1995) sobreexpresaron mediante plásmidos 
multicopia el gen ILV5, el gen ILV3 y los dos genes simultaneamente, obteniendo una 
reducción en el contenido de vicinal diquetones del 70, 40 y 60%, respectivamente, con 
respecto a la cepa silvestre. La sobreexpresión de dichos genes no afectó de manera 
significativa a la producción de aromas y ácidos orgánicos. Sin embargo, otros autores 
consideran que la sobreexpresión de ILV5 e ILV3 puede comportar un cambio en el 
perfil aromático de las cervezas: los genes ILV5 e ILV3 son responsables del 
mantenimiento del ADN mitocondrial (Zelenaya-Troitskaya et al., 1995; Bateman et al., 
2002; Macierzanka et al., 2008) y no se puede descartar que su sobreexpresión pueda 
causar una segregación o estabilidad anómalas de dicho ADN. Para evitar este 
inconveniente, Omura (2008) sobreexpresó una enzima Ilv5 que actúa sólo a nivel del 
citosol de la célula. Con este propósito desarrolló una enzima Ilv5 en la que se 
eliminaron los 46 últimos residuos de aminoácidos. Esta nueva enzima muestra una 
función estable únicamente en el citosol y su sobreexpresión en una cepa industrial 
comportó la misma disminucíon de la producción de diacetilo que la sobreexpresión del 
gen ILV5, sin modificar la producción de ácidos orgánicos y compuestos aromáticos 
importantes para el aroma y sabor de la cerveza. 
El inconveniente de todas estas modificaciones genéticas es su difícil aplicación a nivel 
industrial por el rechazo de la opinión pública hacia este tipo de modificaciones 
genéticas. 
Como solución, Kusonoki y Ogata (2012) desarrollaron una cepa cervecera con una 
baja producción de diacetilo mediante una estrategia de “self cloning”, de forma que la 
cepa resultante no fuera tratada como OMG. La modificación genética realizada 
consiste en la integración de un fragmento conteniendo el gen ILV5 de S. cerevisiae 
corriente arriba del gen ILV2 obteniendo de tal forma una cepa con una copia más del 
gen ILV5. También se reemplazó, por transformación, el gen ILV2 mediante un 
marcador dominante basado en gen SMR1B que confiere resistencia al sulfometuron 
metil. De esta forma consiguieron una reducción en la producción de diacetilo y, en 
consecuencia, del período de maduración sin perjuicio de la producción de alcoholes. 
Entre todas las estrategias analizadas, se decidió sobreexpresar el gen ILV5 en la 
levadura industrial S1. Esta modificación genética permite obtener una elevada 
reducción en la producción de diacetilo. Como inconveniente es posible que se genere 
un ligero cambio en el perfil aromático del producto final. 
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El análisis de la secuencia del gen ILV5 de la cepa S1, muestra que sólo hay 2 cambios 
con respecto a la secuencia depositada en la base de datos SGD, uno situado en la 
región promotora del gen ILV5 y otro situado en la pauta de lectura abierta del mismo 
gen. La levadura S1 es un Saccharomyces pastorianus, es decir es un híbrido natural de 
S. cerevisiae con Saccharomyces eubayanus. Por lo tanto, del análisis de la secuencia se 
deduce que el fragmento amplificado por PCR corresponde sólo a la secuencia del alelo 
procedente de uno de los genomas que la componen, el de S. cerevisiae, ya que en caso 
contrario se habrían recuperado muchos más cambios con respecto a la secuencia 
depositada en la base de datos SGD. Para esta reordenación cromosómica valen las 
mismas consideraciones que ya se han hecho en el caso de la sobreexpresión del gen 
PGU1 y a las cuales nos remitimos. Gracias a la metodología desarrollada, es posible 
sobreexpresar ulteriormente el otro alelo del gen ILV5 y obtener por lo tanto una mayor 
reducción en la producción de diacetilo. Mithieux et al. (2006) consiguieron una cepa 
de levadura industrial conteniendo tres copias en tandem del gen ILV5. La cepa 
resultante se caracteriza por una elevada expresión de la enzima acetohidroxiacido 
reductasa y, en consecuencia, un marcado decremento en la producción de diacetilo.  
Bajo las condiciones de nuestro ensayo de microfermentación, la cepa S1-PI6 consigue 
disminuir la producción de diacetilo de un 34,0% con respecto a la cepa silvestre 
considerando el punto de máxima concentración alcanzada durante la fermentación para 
cada cepa, mientras que al final del período de fermentación la diferencia en la 
concentración de diacetilo es del 47,4%. En la literatura, las células de levadura que han 
sido transformadas con plásmidos multicopia muestran un decremento en la producción 
de diacetilo con respecto a la cepa silvestre comprendido entre el 50 y el 60% 
(Gjermasen et al., 1988; Omura, 2008). El hecho que la cepa S1-PI6 no consigua 
disminuir tanto la producción de diacetilo, puede ser debido a 2 motivos principales:  
1- En muchas investigaciones se ha sobreexpresado el gen ILV5 en cepas de 
laboratorio que se caracterizan por ser haploides o diploides. En la cepa S1-PI6 
sólo se ha sobreexpresado una copia del gen ILV5, quedando sin sobreexpresar 
las otras 3 copias del mismo gen. 
2- La sobreexpresión del gen ILV5 normalmente se ha llevado a cabo con 
plásmidos multicopia. Es razonable suponer que mediante la transformación con 
plásmidos se consiga una mayor sobreexpresión del gen ILV5 que en el caso de 
la sustitución del promotor original con un promotor fuerte. 
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5. La inactivación del gen INP51 no incrementa la 
resistencia al frio en cepas industriales 
El gen INP51/YIL002C codifica para una enzima inositol polifosfato 5-fosfatasa, 
implicada en la homeostasis del inositol 4, 5-difosfato, y cuya pérdida de función 
provoca la acumulación de dicho metabolito. Stolz et al. (1998) han descrito un 
aumento en la tolerancia al frío del mutante inp51, pues se ha observado que dicho 
mutante crece significativamente más rápido con respecto a la cepa salvaje a 
temperaturas inferiores a los 15 ºC. El mecanismo por el cual dicha mutación confiere 
mayor capacidad de crecimiento a bajas temperaturas se desconoce. Resulta poco 
probable que se deba directamente al aumento de fosfolípidos totales de la levadura, ya 
que el inositol 4,5-difosfato representa una fracción minoritaria (0,01%). Algunos 
autores postulan que el mecanismo por el que la eliminación de este gen confiere mejor 
crecimiento a bajas temperaturas presenta muchas analogías con el caso de Arabidopsis 
y su tolerancia al frío a través de cambios en la fluidez y/o permeabilidad de las 
membranas (Miquel et al., 1993; Murata et al., 1992). 
Como se puede observar en la Figura 32, la inactivación del gen INP51 no aumenta la 
resistencia al frío de la cepa M69 en ninguno de los medios de cultivos ensayados. En el 
caso de la cepa W303-1A, sí se observa una mejora en el crecimiento a bajas 
temperaturas de los transformantes con respecto a la cepa salvaje, sin embargo dicha 
diferencia desaparece cuando se añade al medio de cultivo el aminoácido triptófano.  
Se ha descrito que el mutante inp51 presenta una mayor velocidad de incorporación de 
triptófano que la cepa parental, lo que sugiere que quizás el efecto de mejora del 
crecimiento a baja temperatura de dicho mutante se ejerce por activación, bien directa o 
indirectamente, de alguna de las permeasas de triptófano (TAT1 y TAT2). Mutaciones en 
la maquinaria de transporte o de biosíntesis del triptófano están asociadas 
frecuentemente con cambios en la capacidad de crecimiento a baja temperatura, incluso 
en presencia de triptófano en el medio de cultivo (Chen et al., 1994; Singh et al., 1974; 
Schmidt et al., 1994; Nagayama et al., 2004). Por lo tanto, es posible que las cepas de 
levaduras de laboratorio auxótrofas para el triptófano, resulten beneficiadas de esta 
mayor velocidad de incorporación. Por otro lado, en las cepas de levaduras industriales, 
generalmente protótrofas, la incorporación de triptófano no resulta ser un factor 
limitante para su crecimiento a bajas temperaturas. Por tanto, nuestros resultados 
confirman la hipótesis formulada por otros autores (Stolz et al., 1998) de que el efecto 
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que la inactivación del gen INP51 tiene sobre el crecimiento a bajas temperaturas está 
relacionado con la biodisponibilidad de triptófano. 
Otro factor a tener en consideración es que en la cepa M69-DI6 sólo se han inactivado 
las 2 copias del gen INP51 correspondientes a alelos procedentes del genoma de S. 
cerevisiae. La cepa Lalvin M69 aparece descrita como un S. cerevisiae, sin embargo, 
como se mencionó en la Introducción, varias investigaciones han demostrado que cepas 
catalogadas como S. cerevisiae en realidad eran híbridos entre dos o más especies. Por 
lo tanto, existe la posibilidad que la cepa utilizada sea en realidad un híbrido y que en la 
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1. Se ha desarrollado y comprobado la validez del concepto de “Evolución 
Genómica por Diseño Molecular”, así como su aplicación en el desarrollo de 
levaduras industriales con características de interés para las empresas 
agroalimentarias. Este nuevo concepto aspira soslayar las conocidas reticencias 
que pesan sobre los OMG y frenan su aplicación en la tecnología de alimentos. 
2. La técnica puesta a punto en este trabajo, permite realizar “a priori” un diseño 
molecular para seleccionar una reorganización del genoma nuclear de una 
levadura que corresponda a una translocación cromosómica recíproca concreta. 
Como resultado se obtiene una cepa evolucionada, en cuyo genoma no aparece 
ningún nucleótido o secuencia de nucleótidos que no estuviera ya presente en la 
cepa parental, pero diferenciándose por la presencia del nuevo fenotipo o 
característica que el diseño original perseguía. 
3. Mediante la metodología aplicada, se consigue la eliminación de las 
construcciones portadoras de los genes marcadores de resistencia, reduciendo de 
tal forma las reordenaciones génicas al mínimo necesario para alcanzar el 
objetivo propuesto. Además, ello permite que se pueda volver a usar el mismo 
casete de selección para introducir en una cepa ya evolucionada otras 
características adicionales que también presenten interés industrial. 
4. El aumento en la expresión del gen YAP1 produce un marcado decremento de la 
aparición de mutantes petites en la cepa industrial S1 de producción de cerveza 
tipo “lager”. Este resultado sugiere que las cepas de levadura con mayor 
potencial antioxidante tienen una menor predisposición a producir mutantes 
petites.  
5. Aplicando el concepto de evolución genómica por diseño molecular, se ha 
obtenido una cepa de levadura industrial con muy alta actividad 
endopoligalacturonasa. Las aplicaciones de esta modificación genética son 
múltiples en la industria agroalimentaria. 
6. Aplicando el concepto de evolución genómica por diseño molecular, se ha 
obtenido una cepa de levadura cervecera con elevada expresión del gen ILV5. La 
cepa evolucionada consigue disminuir en más de 10 días, con respecto a la cepa 
parental S1, el tiempo de guarda o “lagering”. 
7. La inactivación del gen INP51 en la levadura enológica M69, no mejora su 
capacidad de crecimiento a bajas temperaturas en ninguno de los medios de 
cultivo ensayados. En el caso de la levadura de laboratorio W303-1A, sí se 
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observa una mejora en el crecimiento a bajas temperaturas de las cepas 
evolucionadas con respecto a la cepa parental. Sin embargo, dicha diferencia 
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Anexo: Reactivos químicos 
Agar Bacteriológico, Pronadisa, España 
Agarosa, Pronadisa España 
Extracto de levadura, Pronadisa, España 
Peptona, Pronadisa, España 
Triptona, Pronadisa, España 
“Yeast Nitrogen Base” sin aminoácidos y con sulfato amónico, Pronadisa, España 
 
ORGÁNICOS 
Acetato sódico anhidro (min. 99,5%, p.a.) Merck KGaA, Alemania  
Acetato amónico (min. 98%, p.a.) Scharlau Chemie S.A., España 
Acetato de litio dihidrato (min 97%, p.a.) Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
Acetato potásico (min 99%) Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
Ácido acético (glacial) (min. 99,8%, p.a.) Merck KGaA, Alemania 
Ácido poligalacturónico, sal sódica de cítricos (min. 70%), Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
Ácido succínico (min 99,0%, p.a.), Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
Adenina (min. 98,0%, para bioquímica) ,Merck, KGaA, Alemania  
Alcohol isoamílico, Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
Alcohol isopropílico, Merck KGaA, Alemania   
Ampicilina sódica (biotechnology performance certified) , Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
Bromuro de etidio (para bioquímica), Merck KGaA, Alemania  
Cerulenina (min 98%, p.a.), Fermentek Ltd, Israel 
Cicloheximida (min.  94%. p.a.), Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
Cloroformo (p.a.), Merck KGaA, Alemania   
Dimetil sulfóxido (p. a.), Merck KGaA, Alemania 
Dodecil sulfato sódico (mín 99,0%, para bioquímica), Merck KGaA, Alemania   
Etanol absoluto (min. 99,5%, p.a.), Panreac Quimica SA, España 
Etanol 96º (min. 96,0 % v/v) Panreac Quimica SA, España 
Fenol (p.a.), Merck KGaA, Alemania  
Glicerol (min. 99,5%, p.a.), Merck KGaA, Alemania   
D(+)-Glucosa anhidra, J.T Baker, Holanda 
Hidróxido de calcio, Merck KGaA, Alemania   
L-Histidina (min. 99,0%, para bioquímica), Merck KGaA, Alemania  
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L-Leucina (min. 99,0%, para bioquímica), Merck KGaA, Alemania  
PIPES (Piperazina-N,N'-bis[2-ácido etanosulfónico]) (min 99,0%, biotechnology 
performance certified), Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
Polietilenglicol 3350, Sigma-Aldrich Co., EE. UU. 
2-Propanol (min. 99,8%, p.a.), Scharlau Chemie S.A, España 
Sacarosa (para bioquímica), Merck KGaA, Alemania  
D(-)-Sorbitol (para fines bioquímicos), Merck KGaA, Alemania  
L-Triptófano (min. 99,0%, para bioquímica), Merck KGaA, Alemania  
Tris(hidroximetil)aminometano (99,8-100,1%, p.a.), Merck KGaA, Alemania   
Uracilo (min. 98,0%, para bioquímica), Merck KGaA, Alemania 
 
INORGÁNICOS 
Ácido clorhídrico (min. 32%, p.a.), Merck KGaA, Alemania  
Ácido bórico (min. 99,8%, p.a.), Merck KGaA, Alemania  
Cloruro cálcico dihidrato (min. 99,0%, para biología molecular), Sigma-Aldrich Co. 
EE. UU. 
Cloruro magnésico hexahidrato (min 99,0%, calidad biología molecular), Merck KGaA, 
Alemania 
Cloruro potásico (99,5-100,5%, p.a.), Merck KGaA, Alemania  
Cloruro sódico (min. 99,5%, p.a.), Merck KgaA, Alemania 
Hidróxido potásico (min. 85,0%, p.a.), Merck KGaA, Alemania  
Hidróxido sódico (min. 99,0%, p.a.), Merck KgaA, Alemania 
Sulfato magnésico heptahidrato (min. 99,5%, p.a.), Merck KGaA, Alemania  
Sulfato amónico (min. 99,5%, p.a.), Merck KgaA, Alemania 
                                                                          
 
